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Résumé  
 Le collagène de type II, qui confère au cartilage articulaire sa résistance à la tension, 
est détruit dans l’arthrose. La cathepsine K est reconnue comme pouvant cliver le collagène de 
type II. Cependant, la régulation de son activité dans le cartilage est peu connue. Notre 
hypothèse est que l’activité de la cathepsine K dans le cartilage est mesurable par une ELISA 
spécifique au site de clivage de la cathepsine K. Une nouvelle ELISA spécifique (C2K77) a 
été développée et testée en mesurant l’activité de la cathepsine K exogène. L’ELISA C2K77 a 
ensuite été utilisée pour mesurer l’activité de la cathepsine K endogène dans des explants de 
cartilage articulaire équin mis en culture avec ou sans stimulations (IL-1β, TNF-α, oncostatine 
M (OSM) et le LPS). Puis l’activité de la cathepsine K a été comparée à celle des MMPs (avec 
l’ELISA C1,2C) dans les explants de cartilage et dans le cartilage fraichement récolté. Une 
différence significative a été observée entre le cartilage normal et le cartilage digéré avec la 
cathepsine K exogène (p˂0.01). Il n’y avait aucune différence significative dans la quantité de 
C2K77 entre le groupe control et les groupes stimulés tandis que la quantité de C1,2C a été 
augmenté par la combinaison de l’IL-1β et de l’OSM (p=0.002) et du TNF-α et de l’OSM 
(p˂0.0001). La nouvelle ELISA C2K77 démontre la capacité de mesurer l’activité de la 
cathepsine K et a permis de voir qu’il y a une différence entre la régulation de la cathepsine K 
et des MMPs.  
 




Type II collagen, which gives the cartilage its tensile strength, is destroyed in 
osteoarthritis (OA). Cathepsin K is recognized as capable of cleaving type II collagen, 
however, the regulation of its activity in the cartilage is little known. Our hypothesis is that the 
activity of cathepsin K in cartilage is measured by an ELISA specific to cathepsin K cleavage 
site. A new specific ELISA (C2K77) was developed and tested by measuring the activity of 
the exogenous cathepsin K. The ELISA C2K77 was then used to measure the activity of the 
endogenous cathepsin K in equine articular cartilage explants cultured with or without 
stimulation (IL-1β, TNF-α, Oncostatin M (OSM) and LPS). Then the activity of cathepsin K 
was compared to that of MMPs (C1,2C ELISA) in the cartilage explants and in the freshly 
harvested cartilage. A significant difference was observed between normal cartilage and 
cartilage digested with cathepsin K (p˂0.01). There was no significant difference in the 
content of C2K77 between the control group and the groups stimulated while the content of 
C1,2C was increased by the combination of IL-1β and OSM (p = 0.002) and TNF-α and OSM 
(p˂0.0001). The new ELISA C2K77 demonstrates the ability to measure the activity of 
cathepsin K and revealed that there is a difference between the regulation of cathepsin K and 
MMP in articular cartilage. 
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1. Introduction 
L’arthrose (OA) est une maladie dégénérative progressive de l’articulation caractérisée 
par la dégénération et la perte du cartilage articulaire, par le remodelage de l’os sous-chondral, 
par l’inflammation de la membrane synoviale et par la douleur(1). Plusieurs facteurs peuvent 
déclencher l’OA incluant les traumatismes, l’usure, le vieillissement, l’obésité(2) ainsi que les 
facteurs génétiques(3).  
Le collagène de type II est le collagène le plus abondant dans matrice extracellulaire du 
cartilage formant à lui seul 95 % du contenu total en collagène(4). La molécule de collagène 
de type II est composée de trois chaines alpha identiques (homotrimère). Le réseau 
tridimensionnel des fibrilles de collagène de type II procure au cartilage sa résistance à la 
traction et est essentiel au maintien de la forme et du volume du cartilage(4). Dans l’OA, le 
réseau formé par la triple hélice du collagène de type II est progressivement dégradé par la 
digestion enzymatique et sa destruction est un évènement clé irréversible dans la dégradation 
de la matrice cartilagineuse lors de l’OA(5). 
La triple hélice du collagène de type II est une structure hautement résistante et peu 
d’enzymes sont capables d’effectuer le clivage primaire sur l’hélice lorsqu’il est intact. Suite 
au clivage primaire, la molécule se déroule et devient susceptible à des clivages 
supplémentaires par les enzymes présentes dans la matrice extracellulaire. Le clivage primaire 
est une étape clé initiale de la voie menant à la dégradation et à la perte du cartilage dans l’OA.  
Les collagénases faisant partie de la famille des métalloprotéases matricielles (MMPs) 
sont considérées comme étant des enzymes importantes impliquées dans le clivage primaire du 
collagène de type II dans l’OA(6). Les MMPs 1, 8 et 13 clivent le collagène de type II près de 
l’extrémité carboxy (C) -terminale permettant une dégradation plus approfondie par les autres 
collagénases. Cependant, le principal responsable de la dégradation du collagène de type II 
dans l’OA est le MMP13(7). Par contre, une autre enzyme, la cathepsine K, pourrait jouer un 
rôle important dans la dégradation du cartilage dans l’OA.  
La cathepsine K a la capacité de cliver le collagène de type II, et ce, à plusieurs 
sites(8). La cathepsine K, un membre de la famille des protéines ressemblantes à la papaïne, 
est une cystéine protéase qui dégrade plusieurs molécules de la matrice extracellulaire incluant 
les protéoglycanes et le collagène de type I et II. Cette endopeptidase a été originellement 
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trouvée dans les ostéoclastes ayant un rôle important dans la résorption osseuse(9). 
Maintenant, il est connu qu’elle est également présente dans les chondrocytes(10). 
Contrairement aux MMPs, la cathepsine K dégrade le collagène de type II en coupant la 
molécule près de l’extrémité amine (N)-terminal puis à une variété de sites dans toute la 
molécule(11). Des études immunohistochimique ont révélé une grande quantité de cathepsine 
K et de ses produits de dégradation, venant du collagène de type II clivé, à côté des 
chondrocytes dans l’OA suggérant qu’elle joue un rôle dans la dégradation de la matrice dans 
la maladie articulaire équine(10) et humaine(5).  
La stimulation de l’activité des collagénases impliquée dans la dégradation du 
collagène de type II dans l’OA a été bien étudiée(12-14). Cependant, on connait peu sur la 
régulation de la cathepsine K. Une telle connaissance sur l’activité de la cathepsine K aiderait 
à mieux comprendre son rôle dans la pathologie, incluant l’OA, et pourrait potentiellement 
mener au développement d’un biomarqueur pour l’OA.  
Des sites de clivage de la cathepsine K, spécifiques aux collagènes de type II équin, ont 
été récemment identifiés et un anticorps contre un des sites de clivages (C2K77) a été produit 
dans le lapin(11). L’immunocoloration des sections de cartilage ayant l’OA a révélé la 
capacité de l’anticorps à détecter le clivage de la cathepsine K dans le cartilage ayant l’OA(11) 






2. Recension des écrits 
 
2.1. Articulation saine 
Le corps, humain ou animal, est composé de plusieurs organes et appareils qui 
permettent son bon fonctionnement. L’appareil locomoteur fait partie de plusieurs systèmes 
retrouvés dans le corps. L’appareil locomoteur aide à la locomotion et par conséquent fait 
appel aux trois grandes branches de l’anatomie qui sont l’ostéologie, la myologie et 
l’arthrologie. Arthrologie se définit comme étant l’étude des articulations(15). Les 
articulations sont des structures plus ou moins mobiles reliant les os et assurant la mobilité 
ainsi que la solidité du squelette(16). Il y a trois grandes familles d’articulations que l’on 
retrouve dans le corps : les articulations fibreuses, les articulations cartilagineuses et les 
articulations synoviales(17). Les articulations fibreuses sont dépourvues de cartilage, sont 
presque toutes immobiles et sont principalement trouvées au niveau de la structure 
crânienne(16). Les articulations cartilagineuses permettent un mouvement limité et les os sont 
reliés entre eux par du cartilage. Les synchondroses de la colonne vertébrale en sont un bon 
exemple. Les articulations synoviales possèdent une cavité remplie de liquide et sont 
caractérisées par une surface complètement recouverte de cartilage. L’articulation du genou est 
un exemple de cette catégorie(15). Cette dernière classe d’articulation est celle qui a fait 
l’objet de mon projet et ce sont de ses composantes dont il sera question dans les lignes qui 
suivent. 
Les articulations synoviales possèdent cinq principales composantes qui sont la 
membrane synoviale, le liquide synovial, le cartilage articulaire, l’os sous-chondral et les 
ligaments (Fig. 1). Certaines articulations comme celles du genou par exemple possèdent 
également des ménisques(18). 
  En premier lieu, on retrouve la membrane synoviale qui constitue la partie interne de la 
capsule articulaire. Elle possède deux couches distinctes. La première couche est une couche 
externe stromale du côté de la capsule articulaire. Elle est composée de tissu adipeux et fibreux 
dont le collagène, les protéoglycanes ainsi que l’acide hyaluronique (AH). Cette couche 
externe est également bien vascularisée et innervée(18). On y retrouve certaines cellules 
comme des fibroblastes, des macrophages, des lymphocytes ainsi que des mastocytes(19). La 
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deuxième couche est une couche interne cellulaire donnant sur le liquide synovial. On y 
retrouve les trois types de synoviocytes (type A, B et C). Contrairement aux cellules 
épithéliales, les synoviocytes ne possèdent pas de membrane basale ce qui permet beaucoup 
d’échanges entre les vaisseaux dans la couche externe et le liquide synovial(20).  
Puis vient le liquide synovial qui est un fluide visqueux d’apparence jaunâtre et pâle 
retrouvé dans la cavité de l’articulation. Il est composé de l’ultrafiltrat du plasma sanguin dans 
lequel des glycoprotéines et de l’AH ont été ajoutés. Ce fluide a pour rôle de lubrifier 
l’articulation et de nourrir les cellules présentes dans les couches supérieures du cartilage(18). 
Il est normalement acellulaire avec un décompte d’environ 50 à 100 cellules par millilitre(19). 
Le liquide synovial est utile lors d’analyse concernant l’état de l’articulation, car plusieurs 
produits de dégradation, de cellules, de protéases, de molécules inflammatoires peuvent y être 
présents en cas de pathologie(21). 
La prochaine composante de l’articulation est l’os sous-chondral qui fait référence ici à 
la portion de l’os qui est directement sous le cartilage calcifié. On y retrouve la plaque osseuse 
sous-chondrale qui est une mince couche d’os compacte. Cette mince couche osseuse est 
suivie de l’os spongieux (ou trabéculaire) d’où viennent les vaisseaux sanguins qui vont 
jusqu’à la plaque osseuse sous-chondrale. Cette vascularisation apporte 50 % de l’apport en 
oxygène et en glucose dont le cartilage a besoin(22).  
En dernier lieu, on retrouve les ligaments qui aident à stabiliser les structures de 
l’articulation et à prévenir les mouvements excessifs. Ils sont faits de collagènes denses, très 
rapprochés et alignés dans la même direction(23).  
Le cartilage articulaire, étant la structure la plus étudiée au cours de ma maitrise, sera 
discuté dans la section suivante.  
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Figure 1.  Articulation saine(24) 
 
2.1.1. Organisation du cartilage articulaire 
Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif spécialisé qui a pour rôle de faciliter la 
transmission de la charge avec une faible friction et qui fournit une surface lisse et lubrifiée 
pour l’articulation(25). On n’y retrouve normalement pas d’innervation, ni de vascularisation. 
La nutrition des cellules est faite par diffusion à partir de l’os sous-chondral (pour les couches 
profondes) ou du liquide synovial (pour les couches supérieures)(4). Dans une articulation 
adulte normal, le cartilage est translucide, lisse et brillant(4). 
 
2.1.1.1 Cellules 
Les chondrocytes sont les cellules retrouvées dans le cartilage articulaire adulte et 
proviennent de la différentiation des chondroblastes qui sont initialement responsables de la 
synthèse de la matrice extracellulaire (MEC) lors du développement(26). Les chondrocytes, 
quant à eux, maintiennent l’homéostasie du cartilage, c’est-à-dire l’équilibre dynamique entre 
la synthèse et la dégradation des composantes de la MEC(4).  Ils constituent seulement 2 % du 
cartilage articulaire normal de l’adulte(27). Ils se trouvent dans des espaces du cartilage 
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appelées lacunes et ont un faible contact intercellulaire(27). Étant donné que l’environnement 
du cartilage articulaire est hypoxique, les chondrocytes sont principalement anaérobiques(27). 
Ils varient en taille, en forme et en nombre tout dépendamment de la région anatomique où ils 
se trouvent dans le cartilage articulaire(25).   
 
2.1.1.2 Composition de la matrice extracellulaire 
La MEC est composée d’eau (65-80 %) et de macromolécules (25-30 %), dont les 
protéoglycanes et les différents types de collagènes. Parmi les protéoglycanes on retrouve 
l’agrécane, qui constitue la majorité des protéoglycanes(28), la décorine, la byglycane et la 
fibromoduline(4). Les protéoglycanes s’attachent, par leur domaine globulaire, à l’AH et leur 
capacité d’agrégation à l’AH permet de les classifier(4). 
La MEC du cartilage possède plusieurs types de collagène. On dénombre le collagène 
de type II, IV, IX et XI, mais c'est le collagène de type II qui prédomine représentant 95 % du 
collagène présent(4). Le cartilage articulaire possède quatre zones qui se distinguent par la 
position des chondrocytes, des molécules de collagènes ainsi que des protéoglycanes (Fig. 2). 
Dans la première zone, appelée zone superficielle, on retrouve des chondrocytes aplaties et des 
fibres de collagène de type II disposées parallèlement à la surface articulaire(4). Au-dessus de 
la première zone, on retrouve une couche acellulaire nommée lamina splendens qui permet 
l’accrochage de certaines macromolécules présentes dans le liquide synovial(4). La deuxième 
zone, appelée zone de transition, est la plus large du cartilage articulaire (40-60 %). On y 
retrouve du collagène de type II disposé obliquement et aléatoirement. Les chondrocytes sont 
arrondis et il y a une grande quantité de protéoglycanes(29). La troisième zone, la zone 
profonde, est caractérisée par des chondrocytes et des fibres de collagène de type II alignées 
perpendiculairement à la surface articulaire. La quatrième et dernière zone est le cartilage 
calcifié. C’est la zone de transition entre le cartilage et l’os. On y retrouve du collagène de 
type X. Entre la troisième et la quatrième zone, on retrouve le ‘’tidemark’’ qui est une ligne 





Figure 2. Structure du cartilage articulaire(30) 
 
2.2. Arthrose 
L’Arthrose (OA) est une maladie dégénérative progressive de l’articulation(31) causant 
de la douleur(32). La principale caractéristique de cette pathologie est la dégénération 
progressive du cartilage articulaire. Cependant, on observe aussi l’altération de l’os sous-
chondral, où on y retrouve de la sclérose et de l’œdème, et de l’inflammation légère à modérée 
au niveau de la membrane synoviale(1, 33). Dans certaines articulations comme celle du 
genou par exemple, on observe également des lésions au niveau des ménisques(34). Comme le 
mentionnent Yuan et al(1) cette pathologie n’est pas uniquement un problème d’usure, mais 
plutôt un problème de remodelage anormal et de la défaillance de l’articulation. Cette 
pathologie articulaire est une préoccupation majeure parce qu’elle touche un grand nombre de 
personnes et parce qu’elle peut avoir un impact sur la qualité de vie. Elle représente également 
un coût élevé pour le système de santé(31). L’OA est aussi présente chez plusieurs espèces 
comme le cheval où l’on observe une boiterie chez l’animal atteint(31). Cette pathologie 
occasionne également des pertes au niveau économique dans le milieu équin étant donné 




Plusieurs facteurs peuvent occasionner l’OA. Cependant, la séquence exacte du 
déclenchement de la pathologie n’est pas connue(2). On rapporte que 12 % des cas d’OA sont 
causés par les blessures post-traumatiques. Les fractures intra-articulaires et des traumatismes 
méniscaux, ligamenteux ou chondraux sont les principales blessures qui mènent à l’OA(35). 
Suite au traumatisme, on retrouve la phase immédiate (où le cartilage est enflé et il y a la 
rupture du collagène), la phase aigüe (où  il y a de l’apoptose, de la libération des médiateurs 
de l’inflammation, de la dégradation de la MEC) et la phase chronique qui mène à l’OA(35). 
Il est connu qu’avec l’avancement de l’âge, le corps perd sa capacité à maintenir 
l’homéostasie et sa capacité à faire face au stress(36). Une étude a démontré que les personnes 
âgées développent l’OA plus rapidement suite à une blessure à l’articulation que les jeunes 
adultes(37) montrant une diminution des mécanismes qui maintiennent l’homéostasie. Ceci 
amène une réponse inadéquate face à la charge anormale et aux blessures à l’articulation(36). 
Avec l’âge, on observe chez les chondrocytes une augmentation de la sécrétion de certaines 
enzymes protéolytiques(38) et une diminution de l’expression de certains facteurs de 
croissance comme la protéine ostéogénique 1 (OP-1)(39). Tout ceci a pour conséquence une 
augmentation de l’activité catabolique et une diminution de l’activité anabolique(36).  
 L’obésité est également un facteur qui peut provoquer l’OA. En effet, les adipokines 
libérés par les cellules adipeuses peuvent affecter les processus présents dans l’articulation en 
augmentant, entre autres, la réponse à l’inflammation(33, 40). Un autre facteur qui peut mener 
à l’OA est le vieillissement.  
Les facteurs génétiques sont également à considérer pour l’OA. L’influence de la 
génétique dans l’OA radiographique est estimée entre 39-65 %(41). Il faut également noter 
que des altérations dans plusieurs gènes, surtout ceux codant pour la MEC comme le collagène 
de type II, peuvent influencer la susceptibilité génétique à l’OA(42). 
Chez le cheval l’OA est parfois secondaire à trauma unique ou plus souvent répétitif 
relié au sport athlétique du cheval. L’articulation ayant des blessures traumatiques peut soit 
développer une inflammation de la membrane synoviale ou peut avoir directement des 
dommages au cartilage et à l’os. L’un ou l’autre des scénarios peut mener au développement 
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de l’OA(43). Cependant, la synovite aiguë et la capsulite sont les problèmes le plus communs 
chez les équins et conduisent le plus souvent vers l’OA post-traumatique(43).   
 
2.2.2. Pathophysiologie 
Plusieurs molécules favorisent le déclenchement ou l’aggravation de l’Arthrose. La 
plupart du temps, ces molécules agissent sur plusieurs cellules retrouvées dans l’articulation. 
On ne connait pas vraiment ce qui déclenche l’OA, cependant, Scanzello  et al(44) démontrent 
que des fragments du cartilage articulaire peuvent déclencher le système immunitaire inné 
dans l’OA causant une inflammation de la membrane synoviale. La membrane synoviale à son 
tour peut libérer des molécules pro-inflammatoires(2), des médiateurs inflammatoires et des 
neuropeptides(45). La membrane synoviale produit également du TGF-β et de l’IL-6 qui peut 
diriger les ostéoblastes du mode normal au mode sclérotique(2).  
Au niveau du cartilage, les deux cytokines proinflammatoires ayant le plus d’impact 
sont l’IL-1β et le TNF. Il sera premièrement discuté l’IL-1β qui est associé à la destruction du 
cartilage. Chez les patients atteints d’OA, le nombre de récepteurs membranaires d’IL-1β 
augmente à la surface des chondrocytes et des synoviocytes fibroblastiques(46, 47). Cette 
cytokine pro-inflammatoire agit sur les chondrocytes (Fig. 3) en supprimant l’expression du 
collagène de type II ainsi que de l’agrécane(48, 49). Chez le rat, son action contre l’expression 
de l’agrécane serait médiée par la suppression de la β-1,3-glucoronyltranferase I(40). IL-1β 
semble également diminuer l’expression d’un membre de la famille des métalloprotéases 
contenant un domaine désintégrine et des motifs thrombospondines (ADAMTs)-5 dans les 
chondrocytes(21). Le ADAMTs-5 fait partie de la famille des agrécanases qui sont des 
enzymes pouvant cliver l’agrécane(50). L’IL-1β n’a pas que des effets suppresseurs, elle 
possède également une activité stimulatrice. En effet, elle augmente la régulation de certaines 
métalloprotéases matricielles (MMP) telles que la MMP-1, 3 et 13 par les chondrocytes et 
induit la production d’autres cytokines telles que l’IL-6 et des chemokines tels que l’IL-8, 
MCP-1 et CCL5(40). La stimulation avec l’IL -1β occasionne aussi le clivage du collagène de 
type IX par l’intermédiaire du MMP-13(51)et la fragmentation de la COMP qui est 
responsable de promouvoir la formation de collagène(33). La fragmentation de la COMP 
cause un déséquilibre qui diminue la capacité de réparation du cartilage(33).  
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Quant au TNF-α (Fig. 3), associé à la cascade inflammatoire, on le retrouve à des 
niveaux élevés dans le même emplacement que l’IL-1β soit dans le liquide synovial, dans la 
membrane synoviale, dans le cartilage et dans l’os sous-chondral.  Comme pour l’IL-1β, le 
récepteur de TNF (TNFRI) est également être augmenté à la surface des chondrocytes et des 
synoviocytes fibroblastiques(52). Cette cytokine supprime, dans les chondrocytes, la synthèse 
de protéoglycanes, de protéines de liaison et du collagène de type II(40). Dans le cartilage 
endommagé on observe la diminution de l’expression de l’ARN messager (ARNm) de la 
lubricine(21), glycoprotéine jouant un rôle important dans la lubrification de l’articulation(53), 
alors que le blocage de TNF-α augmente la liaison de la lubricine au cartilage(21). Ceci 
laisserait entendre que le TNF-α diminue l’adhérence de la lubricine au cartilage. Le TNF-α 
augmente la régulation des mêmes MMPs que l’IL-1β et de certaines cytokines telles que l’IL-
6 et IL-8(40).  
Mis à part l’IL-1β et le TNF- α, il y a d’autres molécules pro-inflammatoires qui 
entrent en jeu dans l’OA. Il y a l’IL-6, par exemple, qui agit sur le cartilage en diminuant 
l’expression du collagène de type II(54). L’IL-17, une autre cytokine pro-inflammatoire, 
déclenche la production de l’IL-1β, de l’IL-6 ainsi que du TNF. Il augmente aussi l’expression 
du l’oxyde nitrique et des MMPs et diminue les niveaux de protéoglycanes(40). Les 
chondrocytes libèrent également de la prostaglandine E2(55). Tous ces changements sont 
apportés par l’activation de plusieurs voies signalétiques comme le c-jun-N-terminal kinase, 
p38 mitogen-activated kinase, Wnt-β catétine et NFkb qui est la plus importante de ces 
voies(40).  
Les ostéoblastes situés sous la plaque osseuse sous-chondrale, en dessous du cartilage 
ayant été touché l’OA, produisent plus d’IL-6, 8, de TGF- β1 et de collagène de type I(22, 56). 
La compression régule positivement les gènes de l’IL-6 chez les ostéoblastes et cette cytokine 
stimule la synthèse de RANKL et inhibe celle de l’ostéoprotégérine (OPG) ce qui augmente 
l’activité des ostéoclastes et celle-ci peut jouer un rôle en OA traumatique(22, 57). Chez les 
ostéocytes, on observe le même phénomène que chez les ostéoblastes en l’occurrence une 
augmentation du ratio RANKL/OPG(1). Ceci renchérit sur l’augmentation de la production, la 
différenciation et du niveau d’activité des ostéoclastes qui résulte en une augmentation du taux 
de remodelage osseux sous-chondral(2). Au niveau de l’os sous-chondral dans le cas d’OA, les 
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ostéoblastes aussi affichent une augmentation de l’expression du facteur de croissance 
endothélial vasculaire (VEGF) qui est un facteur de croissance des vaisseaux sanguins(58). 
 
       
 
 
Figure 3. Pathophysiologie de l'OA(40) 
 
2.2.3. Caractéristique des tissues articulaire avec arthrose 
L’OA cause plusieurs lésions au niveau des différentes structures qui composent 
l’articulation. Si on se penche au niveau de la membrane synoviale, on observe le plus souvent 
une synovite qui est une inflammation de la membrane synoviale et comprend un 
épaississement de la membrane synoviale(59). Celle-ci parait décolorée, congestionnée(55) et 
démontre une fibrose(60). Au début de l’OA, ce qui est le plus observé est une membrane 
synoviale enflée, avec plusieurs villosités, causée par l’œdème et l’augmentation de l’apport 
sanguin. Il est toutefois important de mentionner que l’inflammation présente dans la 
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membrane synoviale n’est que faible ou modérée contrairement à la polyarthrite rhumatoïde 
où l’on observe une grande inflammation de la membrane synoviale(21).  
Quant au liquide synovial, sa composition change, car plusieurs molécules et débris 
sont relâchés par la membrane synoviale et le cartilage articulaire. Le liquide est donc moins 
visqueux et plus abondant qu’à la normale. On y retrouve plusieurs protéines qui n’y sont pas 
présentes en condition normale. On y retrouve des protéines de gros poids moléculaire comme 
des globulines qui sont habituellement présentes dans le sang, mais qui se retrouvent dans le 
liquide synovial suite à une plus grande perméabilité de la membrane synoviale. La 
concentration en AH et en lubrificine diminue. C’est la diminution de ces composantes qui 
réduit la viscosité du liquide synovial(61). On retrouve aussi des cytokines et des facteurs de 
croissance à des concentrations élevées. Pour les MMPs, celles-ci sont déjà présentes dans le 
liquide synovial, mais lorsqu’il y a de l’OA, les concentrations y sont élevées. Des fragments 
d’agrécane ainsi que de collagènes, surtout de type II, y sont retrouvés à des concentrations 
supérieures à la normale(21). Ces fragments viennent de la dégradation du cartilage par les 
protéases(33). L’infiltration lymphocytaire n’est pas seulement présente dans la membrane 
synoviale on la retrouve aussi dans le liquide synovial. On y aperçoit des lymphocytes, mais 
également des macrophages et des cellules de revêtement. Cependant, ces concentrations sont 
moins élevées que dans l’arthrite rhumatoïde.  
Le cartilage articulaire est la structure où l’on observe les lésions les plus 
caractéristiques de l’OA. Au début de la pathologie, on observe de la fibrillation au niveau de 
la couche superficielle du cartilage. On voit l’érosion du cartilage, c’est-à-dire la diminution 
de l’épaisseur de celui-ci, au fur et à mesure que la pathologie avance(55).  
Pour ce qui est de l’os sous-chondral, il y a plusieurs lésions qui sont visibles alors que 
la pathologie va de l’avant. Au stade précoce de l’OA, il y a un remodelage osseux accru(62) 
causé par l’augmentation de l’activité des ostéoclastes. Au début de l’OA, il y a donc une perte 
de la masse osseuse trabéculaire(1). Dans le stade avancé de la pathologie, la masse osseuse 
augmente, car à ce stade, les ostéoblastes entrent en jeu et augmente la synthèse de la matrice 
osseuse(1, 55). Dans l’os sous-chondral, il y a moins de calcium lié au collagène, car il y a une 
grande quantité de collagène de type I qui est produite par les ostéoblastes(63).  
L’os trabéculaire devient sclérotique signifiant qu’il s’épaissit(22). Dans le stade 
avancé, on décèle également des lésions au niveau de la moelle osseuse. Une chose 
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intéressante est que l’on retrouve des lésions de la moelle osseuse là où le cartilage est très 
endommagé. De l’œdème, toujours dans la moelle osseuse, est observable également dans le 
stade avancé de l’OA et dans la plaque osseuse sous-chondrale, il y a formation de kystes(64). 
Un changement important observé lors de l’OA est l’augmentation du nombre de vaisseaux 
sanguins. Ces vaisseaux s’infiltrent par les canaux créés lors de la résorption osseuse par les 
ostéoclastes(1). Cette infiltration est due à la sécrétion de facteurs de croissance tel que le 
VEGF par les ostéoblastes(65). L’augmentation du nombre de vaisseaux s’accompagne avec 
l’augmentation du nombre de nerfs sympathiques et sensoriels ce qui implique une 
augmentation de la douleur. Ces vaisseaux et nerfs peuvent traverser la barrière os-cartilage 


















Figure 4. Cartilage normal et ayant l’arthrose(1) 
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2.2.4. Lésions microscopiques du cartilage 
Dans la phase précoce d’OA, il y a des essais de réparation ou les chondrocytes 
prolifèrent. Ils essaient de réparer la MEC en synthétisant certaines de ses composantes(66). 
Les chondrocytes s’hypertrophient et ressemblent à ceux retrouvés dans la plaque de 
croissance lors de la formation de l’os(59). Leur hypertrophie est qualifiée de différentielle, 
car elle est due à une différentiation avancée des chondrocytes. Ils calcifient la MEC et 
produisent du collagène de type X ainsi que de la phosphatase alcaline qui sont des marqueurs 
des chondrocytes hypertrophiques(63). Plus tard dans la pathologie, les chondrocytes perdent 
leur capacité à augmenter la biosynthèse de composantes de la MEC et ils finissent par mourir 
d’apoptose ou de nécrose(67). Donc il y a une diminution du nombre des chondrocytes dans le 
cartilage. Les chondrocytes encore vivantes développent un métabolisme catabolique et 
synthétisent des enzymes qui dégradent les composantes de la MEC(66). Dans le stade avancé 
de l’OA, il y a des microfissures qui se créent au sein du cartilage. Ces fissures vont du 
cartilage articulaire jusqu’à la plaque osseuse sous-chondrale. Dans certains cas, on observe 
aussi la duplication du « tidemark ». On assiste également à un épaississement progressif de la 
zone de cartilage calcifié dans le stade avancé de l’OA(1).  
 Pour ce qui est de la MEC du cartilage, dans la phase précoce la structure des 
macromolécules est perturbée causant une augmentation du niveau d’eau dans le cartilage d’où 
l’apparence enflée du cartilage. La diminution de l’agrégation des protéoglycanes, de la 
concentration de l’agrécane et de la diminution de la longueur des chaines des 
glycosaminoglycanes augmentent le contenu d’eau dans le cartilage lui donnant l’air enflé(55, 
68). La COMP démontre déjà une augmentation au tout début de l’OA. La fibronectine et 
l’asporine sont aussi augmentés(33). La perte des protéoglycanes change l’équilibre entre la 
pression des protéoglycanes et la tension du collagène de type II ce qui amène à une réponse 
altérée par rapport à la charge qui est sur l’articulation. Les chondrocytes, détectant le 
changement de densité dans le cartilage, augmentent l’activité anabolique et catabolique aussi 
bien que leur prolifération(68). La dégradation du collagène de type IX, XI et des autres 
macromolécules par les protéases libérées déstabilisent le réseau de collagène de type II(68). 
On observe une augmentation de collagènes de type II dénaturé au début de l’OA accompagné 
d’une perte nette de celle-ci causé par l’action des protéases(69). La conséquence de cette 
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séquence d’évènement est la fibrillation de la couche superficielle(66). Plus l’OA progression, 
plus la balance entre l’activité anabolique et catabolique fini par favoriser l’activité 
catabolique notamment parce que les chondrocytes meurent et il y a une diminution de la 
réponse aux cytokines anaboliques(68). Cela favorise la dégradation des composantes de la 
MEC, même le collagène de type II et l’agrécane nouvellement synthétisé(69), et amène à une 
dégradation du cartilage. Un tissu de granulation, fait de fibroblastes et de collagène de type I, 
nommé « pannus » se développe au périphérique du cartilage(66).  
 
2.3. Métalloprotéases matricielles  
Plusieurs protéases sont à l’origine de la dégradation pathologique du cartilage 
articulaire. La famille de protéases la plus connue est celle des MMPs qui constituent une très 
grande classe de protéases agissant sur plusieurs composantes de la matrice extracellulaire. On 
y retrouve les collagénases, les gélatinases ainsi que les stromelysines. 
 
Tableau I. MMPs, leur nom alternatif et les cellules qui les produisent(70, 71) 
MMPs Noms alternatifs Cellules qui les produisent 




MMP-2 Gélatinase A, Type IV Collagénase, 
Gélatinase des Neutrophiles, 
Gelatinase de 72 kDa 
chondrocytes, synoviocytes 
fibroblastiques 
MMP-3 Stromelysin-1, Transin chondrocytes 
MMP-8 Collagénase 2, Collagénase des 
neutrophiles 
neutrophiles, chondrocytes 
MMP-9 Gélatinase B, Gélatinase de 92 kDa chondrocytes 
MMP-10 Stromélysine-2 chondrocytes 
MMP-11 Stromélysine-3 chondrocytes 




Les collagénases (MMP1, 8 et 13) font le premier clivage sur la triple hélice du 
collagène de type II. Le clivage se fait proche de l’extrémité C-terminale entre le Gly775-
Leu776. Il en résulte deux fragments : un mesurant ¾ de la longueur initiale et l’autre ¼ (Fig. 
7).   
La MMP1 (ou collagénase 1), est retrouvée dans les synoviocytes des patients ayant 
l’OA(72). La MMP1 dégrade l’agrécane, le collagène de type I, II, III, VII, IX, X et le 
collagène de type II dénaturé. Cependant, elle a une préférence pour le collagène de type III et 
possède une faible affinité pour le collagène de type II(71).  
La MMP8 à une grande affinité pour le collagène de type I, mais elle clive aussi le 
collagène de type II, III, VII, X, l’agrécane et la protéine de liaison(7). Elle est capable de 
cliver l’agrécane entre Glu378-Ala379 qui est le site de prédilection des agrécanases. Par 
contre, son niveau d’expression est bas dans les chondrocytes du cartilage sain et 
arthrosique(73).  
La MMP13 (ou collagénase 3) est la plus importante de sa catégorie lorsqu’il est 
question d’OA. Celle-ci est produite par les chondrocytes, mais son expression est également 
retrouvée dans l’os(71). Sa sécrétion par les chondrocytes est induite par l’action de l’IL-1β. 
Elle possède une grande affinité pour le collagène de type II et la dégrade plus vite que les 
deux autres collagénases(74). Elle dégrade également le collagène de type I, III, VII, X, 
l’agrécane et la gélatine(7). Une souris MMP13 nulle est protégée de l’OA d’où l’importance 
de cette enzyme dans cette pathologie(75).  
 
2.3.2 Gélatinases 
La prochaine classe de MMP inclus les gélatinases. Elles dégradent le collagène 
lorsque la triple hélice a été déjà clivée par les collagénases (voir section 2.3.1.1). La première 
de cette classe, la MMP2 (ou gélatinase A), dégrade des molécules comme le collagène de 
type IV présente dans la membrane basale, le collagène de type I dénaturé, la fibronectine et 
l’agrécane. Son expression est augmentée dans les chondrocytes et les synoviocytes 
fibroblastiques des cellules articulaires équines in vitro(76) et dans les synoviocytes des chiens 
ayant l’OA(77). On le retrouve dans le liquide synovial des chiens ayant l’OA(71). La 
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deuxième gélatinase, la MMP9 (ou gélatinse B), possède la même activité que la MMP2 en 
plus de posséder une action élastase. Cependant, son action est moins forte que la MMP2(78). 
Elle est présente dans les chondrocytes des chevaux et est aussi trouvé le liquide synovial des 
humains et des chevaux(71).  
 
2.3.3 Stromélysines 
La prochaine catégorie des MMPs comprend les stromélysines. Dans cette classe on 
identifie le MMP3, MMP10 et le MMP11. La MMP3, qui est aussi appelée stromlysine 1, est 
retrouvée dans les chondrocytes de la zone superficielle du cartilage arthrosique(79). Elle est 
capable de cliver l’agrécane, le collagène dénaturé et la protéine de liaison(80). La MMP3 a la 
capacité d’activer la préforme des collagénases(81). La MMP10 a une action semblable à la 
MMP3 et elle active également la préforme des collagénases. On le retrouve dans le liquide et 
la membrane synoviale des patients atteints d’OA(71). La MMP11 est augmentée dans le 
chondrocytes des cartilages arthrosiques(82).  
 
2.4. Cathepsine K 
Les cathepsines font partie des protéases similaires à la papaïne, c’est-à-dire des 
enzymes qui ressemblent à la papaïne, une enzyme trouvée dans la papaye(83). Cathepsine, 
qui veut dire digérer en grec, fait référence aux protéases actives dans un milieu légèrement 
acide. Il existe différents types de cathepsines. On retrouve les sérines protéases, les 
aspartiques protéases et les cystéines protéases qui sont présentes dans les lysosomes. La 
cathepsine K fait partie de la famille des cystéines protéases ainsi que 9 autres protéases : la 
cathepsine B, C, F, H, L, O, S, V, X et W(84). Certaines de ces protéases sont exprimées dans 
tous les tissus et d’autres sont uniquement exprimées dans certains organes comme la 
cathepsine K.  
 
2.4.1. Structure moléculaire 
La cathepsine K est une endopeptidase de 215 acides aminés possédant deux domaines, 
un domaine à droite, domaine D, et un domaine à gauche, domaine L (Fig. 5)(85). La 
cathepsine K possède une charge positive (+6 chez l’humain et +7 chez le lapin) car elle 
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possède un site, situé en bas du domaine de gauche, qui est concentré en charges positives. Le 
domaine de gauche possède trois hélices alpha, qui sont reliées entre elles par des ponts 
disulfures(86), et le domaine de droite quant à lui possède un feuillet bêta très large qui se tord 
et s’enroule pour former un tonneau bêta. Les deux domaines sont ouverts à leur sommet et 
forment le site actif qui est un sillon qui s’étend sur toute la longueur du lieu créé par les 
domaines D et L(87). Plusieurs résidus importants sont retrouvés dans le site actif comme 
l’asparagine (Asp) 175 qui aide à la réaction enzymatique comme dans les autres cathepsines 
similaires à la papaïne. La cystéine 25 est également importante, car elle serait partiellement 
responsable de la constante de dissociation acide (Pka) de l’enzyme qui est d’environ 4.5(88).  
 
 
Figure 5. Structure tridimensionnelle de la cathepsine K. Le domaine L se situe à 
gauche et le domaine D, à droite(89) 
 
 
Dans les lignes qui suivent, lorsque la position S est mentionnée, cela réfère à un site 
situé sur l’enzyme et lorsque la position P est mentionnée, cela réfère à un site présent sur le 
substrat (Fig. 6). Le site S de l’enzyme est situés vers de l’extrémité N-terminale tandis que le 
site S’ de l’enzyme est situé vers l’extrémité C-terminale. Pour le substrat c’est le même 
principe, le site P est situé vers de l’extrémité N-terminale et le site P’ est situé vers 
l’extrémité C-terminal (Fig. 6)(90). Le chiffre suivant la position P et S, par exemple P1 ou 
S2, indique la distance de celle-ci par rapport au site de clivage. Cela signifie que la position 
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P1 sur le substrat est située plus près du site où l’enzyme clive le substrat que la position P2. 
Dans l’enzyme, il y a une poche S1, qui est un creux dans le sillon du site actif sur la paroi du 
côté du domaine gauche(88), qui accueille le résidu présent au site P1 du substrat. Les acides 
aminés ayant une charge positive sont préférables à la position P1. Cependant, la glycine, qui 
est non chargée, peut être acceptée à cette position(91). La poche S2 de la cathepsine K, qui 
accueille le résidu présent en position P2, préfère la proline (Pro) à cette position et elle lui 
confère sa spécificité(91). Cependant, la cathepsine K accepte aussi les résidus suivant : 
leucine, isoleucine et valine(8). Elle lie difficilement d’autres substrats en P2, comme la 
phénylalanine, contrairement à la cathepsine B et L(92). Quant à la poche S3 présente dans la 
cathepsine K, elle est composée des résidus tyrosine (Tyr)67 et aspartate (Asp)61 qui permet 
d’immobiliser le résidu en P3, un peu comme une pince(88). Les poches S3-S1 ont plus de 
restriction par rapport au résidu que les poches S3’- S1’(91). La sélectivité de l’enzyme pour 
le substrat dépend de la spécificité de S2 et S2’ ainsi que de l’état d’ionisation de l’histidine 





Figure 6. Exemple de poches présentes dans une protéase(93) 
 
 
2.4.2. Régulation génique 
Le gène de la cathepsine K est retrouvé dans le chromosome 1q21 et est composé de 
huit exons et sept introns. Il en résulte, suite aux modifications post-transcriptionnelles, en un 
fragment de 1.7 kb de long(94).  
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Il y a très peu d’information concernant la régulation de la cathepsine K dans le 
cartilage articulaire et plus particulièrement dans les chondrocytes. L’augmentation de 
l’activité de la cathepsine K est observée lors de l’OA,(5, 10) mais il y a peu d’information 
disponible quant aux molécules qui augmentent ou diminuent son expression et son activité. 
Une expérience a démontré que le N-telopeptide, produit par la dégradation du collagène de 
type II, induit l’ARNm et l’activité de la cathepsine K avec l’aide du calcium dans les 
chondrocytes du cartilage articulaire(95). Récemment, une étude a démontré une augmentation 
de l’ARNm de la cathepsine K lorsque le cartilage est traité avec l’IL-1β(96). Dû au manque 
d’information sur la régulation de la cathepsine K dans le cartilage, les lignes qui suivent 
parleront de la régulation de la cathepsine K dans l’os où elle est majoritairement retrouvée.  
Le gène de la cathepsine K est exprimé en grande quantité dans les ostéoclastes, car 
elle est essentielle à la dégradation de la matrice osseuse. Le ligand du récepteur activateur du 
facteur kappa-B (RANKL) est une molécule importante, car sa liaison au RANK, récepteur 
présent sur les ostéoclastes, active la différentiation ou l’activation des ostéoclastes(97). En 
activant les ostéoclastes, RANKL stimule aussi l’ARNm de la cathepsine K et augmente 
l’expression de la protéine(98). L’IL-1α, qui est exprimé dans les conditions pathologiques, 
augmente également l’expression de RANKL dans les ostéoclastes(99). Beaucoup d’autres 
agents régulent la production de RANKL par les cellules stromales. Parmi ceux qui le 
stimulent, on retrouve : la vitamine D, la parathormone, la TNF-α, les glucocorticoïdes, l’IL-
11, l’hormone thyroïdienne, la prostaglandine-E2, le facteur de croissance des fibroblastes-2, 
l’histamine, «insulin-like growth factor»- 1et lipopolysaccharides (LPS)(97). Le TNF-α 
stimule directement l’expression l’ARNm de la cathepsine K dans les ostéoclastes(100). En 
effet, une expérience a démontré que lorsque qu’on traite les cellules de la moelle osseuse de 
rat (sans les cellules stromales) avec le TNF-α humain, on observe une grande augmentation 
de l’expression de la cathepsine K(100). L’acide rétinoïque quant à lui augmente la régulation 
de la cathepsine K dans les ostéoclastes matures(101).  
L’OPG est une molécule qui joue un rôle important dans la différenciation et 
l’activation des ostéoclastes. L’OPG se lie au RANKL et l’empêche de se lier sur le RANK et 
par conséquent d’activer les ostéoclastes(102). Les autres molécules inhibant la production de 
RANKL sont : l’œstrogène et le facteur de croissance de transformation -β.  
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Tout changement altérant le gène de la cathepsine K a des conséquences, 
principalement, sur l’os, car c’est dans cette structure qu’elle est majoritairement exprimée. 
Des mutations dans le gène de la cathepsine K amènent à une pathologie appelée 
pycnodysostose. C’est une pathologie rare autosomale récessive où l’on observe la mutation 
de l’Arg24 sur l’exon 6 et de l’Alanine277 sur l’exon 7(103). Les patients ayant cette maladie 
ont les caractéristiques suivantes : une ostéosclérose, une petite taille, une acroostéolyse 
(résorption des phalanges distales, une déformation progressive des doigts et orteils, les 
extrémités deviennent raccourcies et enflées), une fragilité osseuse, une dysplasie de la 
clavicule et une déformation de l’ossature. Dans cette pathologie, les ostéoclastes sont 
incapables de dégrader le collagène de type I présent dans la matrice osseuse(104). Une 
mutation dans le gène de la cathepsine K peut également amener à l’ostéopétrose qui est une 
pathologie où la masse de l’os augmente. Elle existe en forme autosomale dominante et 
récessive(105). Les souris complètement déficientes de la cathepsine K développent cette 
pathologie osseuse(97).  
 
2.4.3. Sites de clivage de la cathepsine K sur le collagène et l’agrécane 
La cathepsine K est une endopeptidase, c’est-à-dire qu’elle hydrolyse les liaisons 
peptidiques internes(106). Elle est connue pour son rôle dans l’os (voir section 2.5.2.) et 
dégrade donc des composantes de la matrice osseuse.  
 
 2.4.3.1. Clivage du collagène de type I 
Le collagène de type I est une triple hélice faite de deux chaines alpha 1 et une chaine 
alpha 2(107). La cathepsine K coupe le collagène de type I à plusieurs sites et  la plupart des 
sites de clivage sont près de l’extrémité N-terminale et de l’extrémité C-terminale(108). On 
retrouve un clivage au résidu 811 sur la chaine α1 et un autre sur le résidu 815 sur la chaine 
alpha 2 à partir de l’extrémité N-terminale. Il y a également un clivage au 97e résidu sur la 
chaine alpha 1 et au 100e résidu sur la chaine alpha 2 à partir de l’extrémité N-terminale. La 
cathepsine K clive également le 22e résidu dans les deux chaines(108). Atley et al(109) ont 
démontré que la cathepsine K libère le N-télopeptide du collagène de type I.  
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 2.4.3.2. Clivage du collagène type II  
Il y a quelques années Kafienah et al(8), ont démontré que la cathepsine K dégrade 
également le collagène de type II bovin et humain. Leur expérience a permis de démontrer que 
la cathepsine K clive la triple hélice du collagène de type II près de l’extrémité N-terminale et 
qu’elle fait son clivage à l’intérieur de la molécule (Fig. 7)(8). Récemment, Mort et al(11)  ont 
trouvé six sites de clivage de la cathepsine K sur le collagène de type II équin dont le premier 
site de clivage se trouve trois résidus (d’acides aminés) avant le site de clivage identifié par 
Kafienah et al(8). Mort et al ont également proposé que la cathepsine K dégrade 
progressivement la molécule de collagène de type II à partir de l’extrémité N-terminale en 
enlevant premièrement 60 résidus d’acides aminés(11). L’activité de la cathepsine K est 
optimale à des pH plus acides (4 à 6.5) et elle est diminuée à un pH neutre(8). Il est important 
de mentionner que l’activité collagénique de la cathepsine K exige la présence de chondroïtine 
sulfate ou de kératane sulfate(110). Comme le collagène de type II est principalement trouvé 
dans le cartilage, la cathepsine K doit trouver une source de chondroïtine sulfate à même le 





Figure 7. Clivage du collagène de type II par la cathepsine K et les collagénases(111) 
 
 2.4.3.3. Clivage de l’agrécane 
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La cathepsine K dégrade l’agrécane, protéoglycane retrouvée dans la matrice du 
cartilage, afin de s’approvisionner en chondroïtine sulfate nécessaire à son activité 
collagénique(110, 112). Une expérience faite chez les bovins a montré que la cathepsine K 
clive l’agrécane entre Arg24-Leu25 et Gly56-Ser57 à partir de l’extrémité N-terminal(113). La 
cathepsine K est également capable de cliver d’autres composantes de l’agrécane comme son 
domaine globulaire entre serine19 et valine20. Au total, il y a cinq sites de clivage sur 











 2.4.4.1. Physiologique 
La cathepsine K a été trouvée dans certaines parties de l’embryon en développement 
notamment dans le tissu épithélial, le système gastro-intestinal, le système respiratoire et dans 
le système urinaire. L’expression est plus élevée dans l’os(114).  
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La cathepsine K est majoritairement trouvée dans les ostéoclastes(115). Son rôle 
important dans la résorption osseuse est démontré par le fait que 60 % de l’activité 
hydrolytique, dans les cellules semblables aux ostéoclastes dans la souris, a été inhibée par un 
anticorps anti cathepsine K(9). 
Dans le cerveau de souris où le gène de la cathepsine K a été retiré (CTSK-/-), on voit 
une diminution du nombre d’astrocytes qui est plus marquée dans le cortex et a un impact sur 
l’apprentissage et sur la mémoire spatiale et non spatiale(116). Un changement dans le 
système dopaminergique a aussi été observé dans la souris CTSK-/-. Une étude sur la 
schizophrénie a démontré que la cathepsine K est régulée positivement dans le cerveau 
schizophrène, et ce pour l’humain et le rat(117). L’expression de la cathepsine K a été 
observée dans plusieurs neurones de la matière blanche, dans les cellules du plexus choroïde et 
dans les oligodendrocyte(117). Tous ces résultats montrent le rôle important de la cathepsine 
K dans certaines fonctions du cerveau.  
Une étude ayant été faite chez le porc a montré la présence de la cathepsine K dans sa 
glande thyroïde. La présence de la cathepsine K a été constatée dans les lysosomes de cellules 
thyroïdiennes(118). Il est possible que la cathepsine K aide à la libération de l’hormone T4 en 
clivant la prohormone afin que celle-ci acquière sa forme mature(118). 
 
2.4.4.2. Pathologique 
 Certaines conditions pathologiques stimulent l’expression de la cathepsine K. 
On observe l’expression de la cathepsine K dans plusieurs cancers comme le cancer du sein où 
son expression est élevée dans les cellules tumorales et dans les métastases de ces tumeurs. La 
cathepsine K est nouvellement produite dans le stroma des cellules tumorales et peut favoriser 
ou moduler la croissance invasive des cellules tumorales(119).Il est possible que la cathepsine 
K permette aux cellules tumorales de se métastaser(120). Herroon et al(121) ont remarqué une 
augmentation de cathepsine K dans le cancer de la prostate qui se métastase dans l’os. Cela 
aurait une corrélation avec la progression accélérée de la tumeur et la dégradation de l’os(121). 
Dans le stroma de l’adénocarcinome pulmonaire, la cathepsine K a été trouvée dans les tissus 
desmoplastiques (terme qui réfère à la croissance de tissu fibreux ou de tissus conjonctifs) du 
tissu fibreux des composantes invasives de la tumeur. La cathepsine K serait aussi exprimée 
dans les mélanomes(122).  
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Une augmentation de l’expression de la cathepsine K dans les macrophages présents 
dans les athéromes a été observée(123). Une étude menée par Helske et al(124) al a montré 
que le niveau de cathepsine K est élevé dans les valves aortiques ayant de la sténose suggérant 
qu’elle dégrade les composantes de la MEC. Une augmentation de l’ARNm et de la cathepsine 
K a également été observée dans les macrophages présents lors de l’athérosclérose(125).  
Pour ce qui est de l’obésité, Chiellini et al(126) ont montré que chez la souris résistante 
à la leptine, il y a une régulation positive de la cathepsine K. Chez les jeunes souris déficientes 
en cathepsine K, il y a une diminution de la masse graisseuse présente alors que chez les souris 
adultes, il n’y a pas de prise de poids(127). Yang et al(128) ont également démontrés que la 
cathepsine K est impliquée dans l’obésité.La cathepsine K est également présente dans les 
chondrocytes. Lors de l’OA, il a été démontré que la cathepsine K est induite par les 
chondrocytes altérés humains (129) et son produit de dégradation est plus présent dans le 
cartilage des adultes ayant l’OA que dans le cartilage des adultes sains(5).  L’expression de la 
cathepsine K est aussi augmentée dans la membrane synoviale de lapin ayant l’OA, dans le 
stage précoce de la pathologie(130), et est retrouvé dans les synoviocytes fibroblastiques ayant 
la PR(131).  
 
2.4.5. Inhibiteurs 
Étant donné que la cathepsine K est impliquée dans plusieurs pathologies (voir section 
2.4.4) la recherche d’inhibiteurs de celle-ci est vivement recherchée. Il existe plusieurs 
inhibiteurs de la cathepsine K. On retrouve des inhibiteurs naturels, c’est-à-dire qu’ils sont 
synthétisés par l’organisme. Parmi eux on retrouve les inhibiteurs de la superfamille des 
cystatines dans lesquels il y a les stefins, les cystatines, les kininogènes et les inhibiteurs 
dérivés de la cystatine(89).  
 Il y a aussi des inhibiteurs synthétiques disponibles. Plusieurs inhibiteurs de la 
cathepsine K ont été développés particulièrement pour l’ostéoporose où son rôle dans cette 
pathologie est très bien connu(132). L’Odanacatib est probablement l’inhibiteur le plus connu 
et était très prometteur(133). L’Odanacatib est un inhibiteur réversible de la cathepsine K, qui 
est très sélectif pour l’enzyme et lorsqu’administré, il diminue les marqueurs de la résorption 
osseuse tels que NTX-I et CTX-I chez l’humain(134). Par contre il a été retiré du 
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développement dernièrement parce qu’il y avait des effets secondaires sériques reliés à son 
utilisation.  Il y a également la Balicatib qui a atteint la phase II(135). Cet inhibiteur augmente 
la densité minérale osseuse dans la colonne vertébrale et le fémur lorsqu’administré à des 
singes femelles(136). Le ONO-5334, qui également atteint la phase II, restore la densité 
minérale osseuse et supprime le CTX-I dans le plasma des rats femelles(137). Le Relacatib, 
qui a complété la phase I, supprime le marqueur de dégradation osseuse lorsqu’administré à 
des singes femelles(138).  
Un inhibiteur synthétique pour l’OA, le SB-553484, a été testé chez les chiennes 
Beagle afin de voir son potentiel sur l’inhibition de la cathepsine K dans l’OA. Une 
méniscectomie a été effectuée sur les chiennes afin de produire l’OA. L’inhibition de la 
cathepsine K par le SB-553484 a démontré une diminution du biomarqueur de la dégradation 
de l’os, le télopeptide C-terminal du collagène de type I (CTX-I), et du cartilage, le télopeptide 
C-terminal du collagène de type II (CTX-II), dans l’urine. Une diminution de CTX-I a été 
observée avec diminution significativement de l’inhibiteur, démontrant une réduction du 
renouvellement osseux et suggérant une inhibition fonctionnelle de la cathepsine K in vivo 
(139). Le niveau de CTX-II a également été significativement diminué par le SB-553484. 
(139). Dossetter et al (140) ont montré que la AZD4996 pourrait être un potentiel inhibiteur 
synthétique de la cathepsine K dans l’OA.  L’AZD4996 a été testé in vivo chez le chien et une 
inhibition maximale était observable à 0.1mg/kg. Cela fait de cette molécule un bon candidat 
pour les essais cliniques (140).  
 La cordycépine, un nucléoside isolé de la Cordyceps militaris, a montré des propriétés 
régulatrices pour cathepsine K. Une étude récente, faite par Hu et al (141), a démontré qu’elle 
régule l’expression de la cathepsine K et S en diminuant l’expression de leurs gènes dans des 
chondrocytes humains stimulés à l’aide de l’IL-1β. Cette molécule pourrait être plus étudiée 
afin de voir son utilité dans plusieurs pathologies impliquant la cathepsine K (141). 
Quant à l’inhibition de la cathepsine K chez les équins, le VEL-0230 a été reporté 
comme étant un bon candidat(142). Le VEL-0230 a démontré qu’il inhibe rapidement le CTX-




Étant donné que l’OA est une maladie dégénérative progressive caractérisée par une 
destruction du cartilage articulaire, il est primordial de pouvoir diagnostiquer la maladie dans 
son stade précoce afin de ralentir sa progression et ainsi préserver le tissu. Présentement, il a 
diverses façons de diagnostiquer l’OA. La radiographie est l’approche classique et 
économique, mais permet de diagnostiquer la maladie seulement lorsqu’il y a des changements 
structurels avancés tels que des ostéophytes périarticulaires, de la sclérose ou des kystes de 
l’os sous-chondral et une diminution de l’espace intraarticulaire. L’imagerie par résonnance 
magnétique (IRM) permettre de diagnostiquer l’OA plus tôt, mais son cout élevé limite parfois 
son utilisation (143, 144).  Une avenue qui est de plus en plus étudiée pour le diagnostic plus 
précoce de l’OA est l’utilisation de biomarqueurs (marqueurs biologiques)(145). D’après 
l’Organisation mondiale de la santé, un biomarqueur est une substance, structure ou un 
processus qui peut être mesuré dans le corps ou ses produits et influencer ou prédire 
l'incidence de l'issue ou d’une maladie(146). L’utilisation d’un biomarqueur permettrait non 
seulement de diagnostiquer la maladie dans son stade précoce, mais aussi de quantifier la 
progression de la maladie et le changement présent dans le cartilage.  
Le terme «biomarqueur » inclus non seulement des analytes solubles qu’on peut 
retrouver dans des fluides biologiques (ex : urine ou sang), mais également des marqueurs 
anatomiques qu’on peut détecter par radiographie ou l’IRM, des marqueurs physiologiques 
mesurer par l’analyse de démarche et même des mesures histologiques par biopsie(147).  
Pour ce qui est de l’OA, si on se concentre sur les biomarqueurs solubles, il a plusieurs 
catégories de biomarqueurs. Un de ces catégories est les biomarqueurs de l’inflammation dans 
l’OA, mais ils ne sont pas spécifiques à l’articulation. On y retrouve comme biomarqueurs les 
cytokines,  adipokines, les macrophages activés, le système du complément per exemple(148). 
On y retrouve aussi les biomarqueurs reliés au métabolisme (synthèse et dégradation) du 
collagène, au métabolisme de l’agrécane, aux autres protéines non collagéniques et à d’autres 
processus tel que l’interaction cellulaire dans l’os(145).  
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2.5.1. Activité des MMPs sur collagène II: biomarqueur spécifique de 
dégradation cartilagineuse 
Il sera question ici des biomarqueurs qui sont reliés à la dégradation du collagène de 
type II qui est spécifique au cartilage. Parmi les plus connus qui résultent de l’action des 
enzymes MMPs : le CTX-II, le C2C et le PIIAN(145). Le CTX-II est généré par le clivage de 
l’extrémité C-terminale du collagène de type II par les collagénases(149).  Le C2C est généré 
par l’action des collagénases au site de clivage situé ¾ de la longueur du fragment du 
collagène de type II à partir de l’extrémité N-terminale(14, 150). Le PIINANP résulte du 
clivage du propeptide du collagène de type II par les MMPs(151).  
Il existe quelques tests ELISA sur le marché qui permet de mesurer des biomarqueurs 
de la dégradation du collagène de type II par les collagénases. L’ELISA mesurant le CTX-II 
est celle qui est le plus connue. Il a développé originellement avec un anticorps monoclonal 
contre une séquence située au télopetide (EKGPDP). Il a été testé dans l’urine des patients 
ayant l’OA et le PR où une augmentation significative de CTX-II a été observée chez les 
patients ayant le PR et l’OA comparés aux patients sains(149).  
L’ELISA C2C, quant à elle, a été produite avec un anticorps monoclonal reconnaissant 
cette séquence : CGGEGPPGPQG(150). Le kit pour l’ELISA C2C est disponible auprès de la 
compagnie IBEX Pharmaceutical. Le C2C, mesuré dans le sérum, a démontré une corrélation 
positive avec la technique quantitative d’IRM T2 fait sur le cartilage de patients male ayant 
l’OA du genou(152).  
Comme il est maintenant connu que la cathepsine K est en mesure de dégrader le 
collagène de type II(8) et qu’ elle pourrait également avoir une action aussi importante dans la 
dégradation du collagène de type II que le MMPs lors de l’OA(10). Son activité de 
dégradation du collagène de type II a le potentiel pour le développement d’un biomarqueur 
spécifique à son activité.   
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2.5.2. Activité de la cathepsine K sur collagène I: biomarqueur spécifique de 
dégradation osseuse 
Des études in vitro ont montré que la cathepsine K libère un épitope situé au N-
télopeptide du collagène type I lorsqu’elle le dégrade. Cet épitope est retrouvé dans l’urine et 
pourrait être utilisé comme biomarqueur pour la résorption osseuse par les ostéoclastes(109). 
La cathepsine K génère aussi un C-télopeptide (CTX) lorsqu’elle clive le collagène de type I. 
Garnero et al(153) ont suggéré que l’épitope généré pourrait être un biomarqueur pour 
l’ostéoporose, la maladie de Paget et les métastases osseuses ostéolytiques. Cet épitope est 
retrouvé dans le plasma et dans l’urine et pourra permettre d’évaluer s’il y a un 
renouvellement osseux(153).  
 
2.5.3. Activité de la Cathepsine K sur collagène II: biomarqueur spécifique 
de dégradation cartilagineuse 
Pour ce qui est des ELISAs mesurant la dégradation du collagène de type II par la 
cathepsine K, il n’y a aucun test qui ait été commercialisé. Cependant, Dejica et al(5) ont 
développé, pour les besoins d’une étude, un ELISA d’inhibition compétitive (C2K) contre un 
site de clivage de la cathepsine K situé près de l’extrémité C-terminale du collagène de type II 
humain. Il a été développé avec un anticorps polyclonal reconnaissant la séquence 
suivant EAGKPG(5). L’étude a démontré que les patients atteints d’OA affichaient une 
quantité plus élevée de C2K que les patients sains(5).  
Le C2K a été testé sur le cartilage équin ayant l’OA et a démontré des résultats 
positifs(10). Nous avons tenté de développer une ELISA pour les équins avec le C2K, mais 
cela n’a pas fonctionné.  
Récemment, des sites de clivages, de la cathepsine K sur le collagène de type II équin, 
ont été identifiés par Mort et al(11) et un anticorps (C2K77) a été produit contre le premier site 
de clivage situé près de l’extrémité N-terminale Ce nouvel anticorps a démontré sa capacité à 
détecter le premier site de clivage dans cartilage équin ayant l’OA lors d’analyses 
d’immunohistochimie. Ce résultat encourageant a ouvert une porte afin de développer une 
ELISA spécifique pour les équins qui pourrait nous donner plus d’informations sur le rôle de 
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la cathepsine K dans l’OA. D’autant plus que la cathepsine K est présente dans la zone 
superficielle lors de l’OA(10). Elle pourrait être responsable de la fibrillation observée au 
début de l’OA(55) et pourrait être un marqueur de dégradation précoce du cartilage dans l’OA.  
L’ELISA développée sera adaptée du protocole de Dejica et al(5). Étant donné que le 
peptide utilisé pour le développement est petit, une ELISA compétitive est mieux adapté(154).  
Ce type d’ELISA permet de voir la sensibilité de l’anticorps pour le peptide et permet 
l’analyse d’échantillons plus complexes, c’est-à-dire qui n’ont pas été purifiés(155).  
 
2.6. ELISA 
La méthode immuno-enzymatique (enzyme linked immunosorbent assay en anglais), 
ELISA comme abréviation, permet de détecter de façon qualitative ou de mesurer de façon 
quantitative un antigène ou un anticorps.  
 
2.6.1. Les différentes méthodes d’ELISA 
Il a principalement trois variantes d’ELISA qui peuvent servir pour la détection : la 
directe, l’indirecte et le sandwich.  
Dans la première variante de l’ELISA, un antigène, lié sur une plaque, interagit avec un 
anticorps primaire spécifique couplé à une enzyme. Cette enzyme interagit avec un substrat 
chromogène afin de libérer une composante de couleur qui permettra de quantifier 
l’antigène(156). 
L’ELISA indirecte a le même principe que le direct. La seule différence c’est qu’un 
anticorps secondaire, couplé à une enzyme, reconnait l’anticorps primaire(158). 
 L’ELISA sandwich, deux anticorps reconnaissent l’antigène dans des sites différents. 
Un des anticorps est lié à la plaque et l’autre est lié soit à une enzyme ou à un anticorps 
secondaire qui lui est couplé à une enzyme.  
Les trois types d’ELISA peuvent être utilisés comme la base d’un groupe de test 
immunologique appelé ELISA d’inhibition ou de compétition. Comme The ELISA Guidebook 
le dit, le terme compétition décrit un test dans lequel la mesure implique la quantification 
d’une substance par son habilité à interférer avec un système prétitré établi(156). 
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Tout dépendamment de quel type d’ELISA (direct, indirect ou sandwich) est utilisé 
pour quantifier une substance, il y a certaines étapes de l’ELISA compétitive qui sont 
commune pour les trois types d’ELISA. Dans l’ELISA compétitive, plus il y a d’antigène dans 
l’échantillon, plus le signal sera faible, car il y aura moins d’anticorps libres pour lier 




Figure 9. ELISA d’inhibition compétitive(155) 
 
2.6.2. L’utilité de L’ELISA 
Les tests immunologiques, tels que l’ELISA, sont très utilisés dans le milieu 
pharmaceutique et médical. L’ELISA peut servir à diagnostiquer des maladies, à surveiller 
l’effet thérapeutique d’un médicament, à observer la pharmacocinétique clinique et les études 
de bioéquivalence dans la découverte de médicament(159).  
L’ELISA est un test de choix, car elle procure plusieurs avantages. C’est un test qui est 
spécifique à cause de la sélectivité de l’anticorps pour son antigène(159), qui est aussi simple à 
utiliser et qui est rapide, car il peut être effectué en quelques heures. C’est également un test 
diagnostique qui est peu dispendieux comparer à plusieurs tests comme l’imagerie en 
résonnance magnétique (IRM) et qui peut être fait presque à n’importe quel lieu. Il y a encore 




3. Hypothèse et objectifs 
 
Hypothèse  
 L’activité de la cathepsine K dans le cartilage est mesurable par une ELISA, spécifique 
au site de clivage de la cathepsine K, similaire à ceux développés pour les collagénases de la 




1. Développer un nouveau test ELISA d’inhibition compétitive spécifique contre un néo-
épitope généré par le clivage du collagène de type II équin par la cathepsine K.  
 
2. Mesurer la dégradation du collagène de type II in vitro dans le cartilage normal, stimulé et 
ayant l’OA et déterminer quelles cytokines régulent l’activité de la cathepsine K.  
 
3. Comparer l’activité de la cathepsine K et des MMPs collagénases dans les explants de 











C2K77 ELISA for detection of degradation of articular cartilage by 
cathepsin K 
Beatriz Noé, Robin A. Poole, John S. Mort, Helene Richard, Guy Beauchamp, Sheila Laverty 
(soumission à Osteoarthritis and Cartilage) 
 
Introduction 
Osteoarthritis (OA) is progressive degenerative joint disease characterized by articular 
cartilage degeneration, subchondral bone remodelling, synovial inflammation and pain(1). 
Many factors can trigger OA including trauma, overuse, aging, obesity(2) and genetic 
predisposition(3).  
 Type II collagen is the most abundant collagen in the extracellular matrix of articular 
cartilage and estimated to be 95% of the total collagen content(4). The type II collagen 
molecule is mainly composed of a triple helix of three identical α-chains (homotrimers). The 
three-dimensional network of fibrillar type II collagen imparts tensile strength and is essential 
for maintaining the shape and volume of cartilage(4). In OA, the triple helical type II collagen 
network is progressively degraded by enzymatic digestion and its destruction is a key 
irreversible event in cartilage matrix degeneration in OA(5). 
The type II collagen helix is a highly resistant structure and few vertebrate proteases 
are able to perform its initial cleavage while it is intact. Following this primary cleavage, the 
molecule is believed to unwind and becomes susceptible to additional cleavage by a greater 
number of enzymes in the extracellular matrix.  This primary cleavage is an initial key step on 
the path to cartilage matrix degradation and loss in OA(6). The matrix metalloproteinase 
collagenases (MMPs) are believed to be important enzymes involved in this primary cleavage 
of type II collagen in OA(6). MMPs 1, 8 and 13 cleave type II collagen near the C-terminal 
end then allowing other proteases to further degrade the collagen. The major culprit for type II 
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collagen degradation in OA is thought to be MMP 13(7). However, another protease, 
cathepsin K, could play an important role in cartilage degradation that occurs in OA.   
Cathepsin K has the capacity to cleave type II collagen and, can cleave it at 
multiple sites (8, 11). Cathepsin K, is a cysteine protease that degrades many cartilage matrix 
molecules including proteoglycans and type I and II collagens0. This endopeptidase was 
originally found in osteoclasts with an important role in bone resorption(160). Now we know 
it is also present in chondrocytes(10). In contrast to the MMPs, cathepsin K cleaves type II 
collagen by trimming from close to the N-terminus at a variety of sites in the triple helix(11).  
Immunohistochemical studies have revealed an increased abundance of cathepsin K and its 
degradation products, of cleaved type II collagen, adjacent to chondrocytes in OA cartilage 
suggesting it plays a role in matrix degradation in equine(10) and human(5, 111) joint disease.  
The stimulation of collagenase activity involved in type II collagen degradation in OA 
has been well studied(12-14) but little is known about the regulation of cathepsin K. Such 
knowledge of cathepsin K activity would help understand its role in disease, including OA, 
and could potentially lead to the development of a biomarker of OA.  
  Cathepsin K cleavage sites, specific for equine type II collagen, have been recently 
identified and an antibody against one such cleavage site (C2K77) has been raised in 
rabbits(11). Immunostaining of OA cartilage sections revealed the antibody’s capacity to 
detect the cathepsin K cleavage in OA cartilage(11) suggesting the antibody may be a suitable 
candidate for an ELISA immunoassay. 
  We hypothesized that cathepsin K activity in cartilage is measurable by a cathepsin K 
specific cleavage site ELISA, similar to those developed for MMP collagenases(14, 150). Our 
first objective was to develop a novel, species-specific, competitive ELISA inhibition-assay 
directed against a neo-epitope generated by the cathepsin K cleavage of equine type II 
collagen. Our second objective was to measure type II collagen degradation by cathepsin K in 
vitro in normal, stimulated and OA cartilage and determine which cytokines regulate cathepsin 
K activity. Because cathepsin K activity may be comparable to that of MMP collagenases, our 
third objective was to compare cathepsin K and collagenase activity in stimulated cartilage 




Development of competitive C2K77 ELISA 
C2K77 ELISA:  
The anti-neoepitope (C2K77) antibody was produced by immunizing rabbits with a 
synthetic peptide, KPGKSGGC, that includes the equine type II collagen cleavage (the most 
N-terminal cleavage) neoepitope generated by cathepsin K(11). The C2K77 immunizing 
peptide and the purified antibody were titrated to attain the optimal operational concentrations 
for establishment of the competitive C2K77 ELISA and The ELISA was also validated 
(supplementary information online). The C2K77 ELISA was then employed to detect the 
specific cathepsin K generated neoepitopes contained in type II collagen cleavage fragments, 
and released from cartilage or present in the cartilage matrix, under a variety of experimental 
conditions, to better understand the involvement of cathepsin K activity in health and 
pathology.  
 
Equine articular cartilage 
 The articular cartilage was harvested from healthy and osteoarthritic equine 
metacarpophalangeal (MCP) joints obtained from a local abattoir or from horses donated to 
the veterinary teaching hospital at the Université de Montréal (CHUV-St-Hyacinthe, QC, 
Canada).  Specific details of all specimens employed in the subsequent experiments are 
provided in Table II. The joints were opened (aseptically for culture experiments) and the 
articular cartilage was inspected macroscopically. Healthy cartilage was articular cartilage 
with no visible macroscopic lesions. OA cartilage was cartilage with fibrillation, or 
immediately adjacent to complete erosion sites (supplementary information online). 
 
Assessment of C2K77 ELISA by digestion of healthy cartilage with cathepsin K to 
generate collagen cleavage fragment release over time  
Healthy equine cartilage (specimen nos. 1-3; Table II) was chopped into small pieces 
and placed in Eppendorf tubes containing PBS. The cartilage pieces were then incubated in 2 
ml of digestion buffer at 32°C and agitated for 24 hrs with 250 nM recombinant human 
cathepsin K (personal communication Alex Emmott). Aliquots of the digestion buffer were 
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harvested at t0, t8 and t24 h. Trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino) butane (E-64) 
was immediately added to each aliquot to inhibit cathepsin K activity. Control cartilage was 
subjected to the same treatment but without the addition of cathepsin K.  The supernatants 
were placed in Eppendorf tubes and stored at –20°C until immunoassay with the C2K77 
ELISA. On termination of the cathepsin K and control digestions, the cartilage was collected, 
blotted dry, weighed and stored at -20 °C. In order to solubilize the C2K77 neoepitopes in the 
cartilage matrix, similar to previous studies(5), a part of the remaining cartilage was digested 
with -chymotrypsin. The α-chymotrypsin activity was then inhibited by the addition of N-
tosyl-L-phenylalanine-chloromethyl ketone (TPCK). The digestion buffer was then analyzed 
in duplicate with the C2K77 ELISA (supplementary information online). A repeated-measures 
linear model was used with the group (control or cathepsin K digested) as a between-subject 
factor and time points as within-subject factors. A priori contrasts were used to compare the 
pairs of means, and the alpha level for each contrast was adjusted downward using the 
sequential Benjamini-Hochberg procedure. 
 
Histology and C2K77 immunohistochemistry of healthy equine cartilage digested with 
cathepsin K 
Histology was performed to detect cathepsin K degradation of proteoglycan (Safranin 
fast O fast green staining) and immunohistochemistry was performed to detect cathepsin K 
degradation of type II collagen (supplementary information online).  
 
Ability of cytokines (IL-1β, IL-1β+OSM, TNF-α+OSM) or LPS to stimulate cleavage by 
cathepsin K in cultured healthy equine cartilage explants and comparison to endogenous 
non-stimulated cathepsin K mediated type II collagen cleavage in OA explants 
Full depth articular cartilage was harvested under aseptic conditions from healthy 
equine MCP joints (n = 3) (specimens 4-6, Table II) and from joints with OA (n=3) 
(specimens 7-9, Table II). The cartilage was placed in Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM; Invitrogen Canada Inc.) containing antibiotics/anti-mycotic agents (supplementary 
information online).  
To simulate inflammatory stimuli encountered in joint disease, culture wells contained 
IL-1β (10 ng/ml) (Kingfisher Biothech USA); IL-1β and OSM (1 ng/ml and 10 ng/ml, 
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respectively) (OSM: Prepotech, USA); TNF-α and OSM (10 ng/ml and 10 ng/ml, respectively) 
(TNF: Preprotech, USA) and LPS (10 ug/ml) (Sigma-Aldrich, USA). Wells without these 
additives served as controls. The culture media was harvested and replaced every 7 days, up to 
day 21 and stored in Eppendorf tubes and frozen at -20°C.  
 The supernatant at each time point and for each condition were immunoassayed 
employing the C2K77 ELISA and C1,2C ELISA (IBEX Technologies Inc., Montreal, Quebec, 
Canada), the latter assay a specific biomarker of type II collagen cleavage by MMP 
collagenases. 
A comparison was made between stimulated explant groups (IL-1β, IL-1β+OSM, 
TNF-α+OSM, LPS) and their control unstimulated samples at t0. Data were transformed with 
the logarithm base 10 to normalize the distributions. A repeated-measures linear model was 
used with the condition (control, cytokine stimulation groups or OA) as a between-subject 
factor and time points as within-subject factors. A priori contrasts were used to compare pairs 
of means, and the alpha level for each contrast was adjusted downward using the sequential 
Benjamini-Hochberg procedure. 
 
Concentration of C2K77 and C1,2C neoepitopes in fresh normal and OA cartilage 
Cartilage was harvested from healthy equine joints (n=8) (specimens 10-17, table II) 
and joints with macroscopic evidence of OA (mild n=8, moderate n=4, severe n=1) 
(specimens 18-30, table II) and sliced in small pieces. The cartilage was immediately treated 
with -chymotrypsin, overnight as described above and the digested samples were stored in 
Eppendorf tubes and frozen at -20°C until immunoassay in duplicate. A linear model 
(ANOVA) with the class as a factor was used to detect differences between groups. 
All Statistical analyses were conducted with SAS v.9.4 (Cary, N.C.). The level of 








Tableau II.Details of specimens employed in cathepsin K digestion, in cartilage explant and in α-






1 N/A Healthy 
Cathepsin K 
Digestion 
2 N/A Healthy 
3 10 Healthy 
4 2 Healthy 
Cartilage Explant 
5 4 Healthy 
6 7 Healthy 
7 5 OA Moderate 
8 21 OA Moderate 
9 30 OA severe 
10 N/A Healthy  
11 N/A Healthy 
-chymotrypsin 
Digestion of fresh 
and OA cartilage 
12 N/A Healthy 
13 N/A Healthy 
14 N/A Healthy 
15 N/A Healthy 
16 N/A Healthy 
17 N/A Healthy 
18 N/A OA Mild 
19 N/A OA Mild 
20 N/A OA Mild 
21 N/A OA Mild 
22 N/A OA Mild 
23 N/A OA Mild 
24 N/A OA Mild 
25 N/A OA Mild 
26 N/A OA Moderate 
27 N/A OA Moderate 
28 N/A OA Moderate 
29 N/A OA Moderate 
30 9 OA Severe 
 
Results 
Development of the ELISA C2K77 assay 
The range of the C2K77 ELISA is from 1 to 10000 ng/ml and the absorbance from 0.3 
to 2.0 (Fig. 10). The limit of detection was 1 ng/ml and this corresponds to an antibody-
peptide binding of approximately 85% (data not shown). The mean (±SD) intra-assay and 
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inter-assay CV was 8.75% (±2.78) and 6.86 % (±2.51), respectively, in the PBS BSA and 
14.56% (±6.57) and 12.86% (±6.42), respectively, in culture media.  
 
  
Figure 10. Standard curve of the ELISA C2K77 assay 
The standard curve was generated with a synthetic C2K77 peptide. Samples were analyzed in triplicate and 
each point is the mean of the triplicate. 
 
Assessment of C2K77 ELISA 
 
Examination of healthy articular cartilage treated with, and without, cathepsin K to generate 
the type II collagen cleavage neoepitopes: 
Digestion buffers were examined for degradation products released during the 
incubation with exogenous cathepsin K.  A significant increase of C2K77 release was detected 
at t8 (p˂0.01) and t24 h (p˂0.01) in the cathepsin K treated group (Fig. 11A) compared with 
baseline t0. The C2K77 concentration was also higher in the digestion buffer of the cathepsin 
K digested group at 24 h when compared to the control group (p=0.01; Fig. 11A). The 
remaining cartilage at 24h was further digested with α-chymotrypsin. The C2K77 ELISA of 
the -chymotrypsin digests revealed a trend towards an increase in C2K77 measured cathepsin 
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K activity in the cathepsin K treated cartilage compared to the control group, although not 




Figure 11. Equine articular cartilage digested with and without cathepsin K. 
C2K77 release into media and content in cartilage matrix were measured. Fresh articular cartilage was 
digested with cathepsin K (250 nM) and digestion buffer were collected at time zero, 8 and 24 hrs. The 
enzyme was inactivated with E-64 and measured with ELISA for C2K77 (A). The cartilage was digested with 
α-chymotrypsin overnight at 37°C, the enzyme was inactivated with TPCK, and an ELISA for C2K77 was 
performed (B). n =3 at 0 and 24 hours and n =2 at 8 hours. *  p=0.01; ** p˂0.01 
 
Cathepsin K digestion of healthy articular cartilage: Loss of proteoglycan revealed by 
Safranin O histology and in situ cleavage of type II collagen by cathepsin K detected by 
C2K77 immunohistochemistry:  
In the healthy control cartilage, there was good, even, extracellular matrix staining with 
the Safranin O (Fig. 12A) and absence of immunostaining with the C2K77 antibody (Fig. 12C, 
E). In contrast, cartilage matrix, following degradation by cathepsin K, exhibited a loss of 
Safranin O stain due to proteoglycan digestion and release (Fig. 12B). There was greater 
immunostain uptake in pericellular sites (Fig. 12F) and increased staining with C2K77 at the 
periphery of some specimens exposed to cathepsin K (Fig. 12D). Some chondrocytes also had 





Figure 12. In situ depletion of proteoglycan and cleavage of type II collagen by 
cathepsin K 
Articular cartilage was stained with Safranin-0 and Fast Green for proteoglycan (A) or with C2K77 antibody 
for collagen degradation (B, C). After 24 hrs digestion with cathepsin K (250 nM), the cartilage was stained 
with Safranin-0 and Fast Green (D) or with C2K77 antibody (E, F). The edge of the cartilage were exposed to 





Influence of cytokines and LPS on cleavage by cathepsin K in cultured healthy equine 
cartilage explants compared to endogenous non-stimulated cathepsin K type II collagen 
cleavage in OA explants: detection of cathepsin K (C2K77) and matrix metalloproteinase 
(MMP) collagenase (C1,2C) activity with ELISA: 
C2K77 neoepitope release into culture media over time: An increased media 
concentration of the C2K77 neoepitope was measured at both t14 and t21 in control (p=0.003 
and p=0.0001) and OA (p=0.003 and p=0.0005) groups compared to t0 (Fig. 13A). IL-1 
alone, of all the stimuli, significantly increased C2K77 neoepitope release from healthy 
explants (p=0.0002; Fig. 13A) at t21 compared to t0. However, when compared with the 
untreated control group at the same time points no differences were detected. Thus, there were 
no significant increases of C2K77 release when the cartilage was cultured with either the IL-
1 and OSM or TNF-α and OSM combinations or LPS alone compared with to or to the 
unstimulated control groups at each time point.  
There was no significant increase of C1,2C in the control group media over time 
compared with t0. Significant increases in the C1,2C neoepitope were observed at t21 
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compared to t0 control cartilage with the combination of cytokines IL-1 and OSM (p=0.002), 
TNF-α and OSM (p˂0.0001) and also in the OA group (p=0.002) (Fig. 13B).  The addition of 
IL-1 alone or LPS did not significantly increase C1,2C neoepitope content in the media 
compared with t0 values. An increased concentration of C1,2C neoepitope was also measured 
at t14 (p=0.001) and t21 (p=0.002) in the IL-1 and OSM group compared to the unstimulated 
control group at the same time point (Fig. 13D). C1,2C was also significantly increased 
(p=0.0004) in media of the TNF-α and OSM stimulated group compared with the control 





Figure 13. Influence of cytokines and LPS on cleavage by cathepsin K in cultured 
healthy equine cartilage explants compared to endogenous non-stimulated 
cathepsin K type II collagen cleavage in OA explants: detection of cathepsin K 
(C2K77) and matrix metalloproteinase (MMP) collagenase (C1,2C) activity with 
ELISA 
Articular cartilages were cultured with cytokines or LPS for 21 days. Media were collected and replenished 





Figure 14. Comparison of cathepsin K (C2K77) and MMP collagenase (C1,2C) 
activity in freshly isolated normal and OA articular cartilages   
Articular cartilage was digested with α-chymotrypsin overnight at 37°C. After inhibition of the enzyme with 
TCPK, the C2K77 and C1,2C contents were assessed by ELISA 
 
Comparison of cathepsin K (C2K77) and MMP collagenase (C1,2C) activity in freshly 
isolated normal and OA articular cartilages   
When freshly harvested cartilage was digested with -chymotrypsin overnight at 37°C 
to analyse for C2K77 and C1,2C neoepitope contents in the cartilage matrix, there was no 
significant difference in the C2K77 and C1,2C contents between the control and OA groups. 
On a molar basis, the concentration of C2K77 is approximately 0.5 pmol/mg of cartilage 
(except for severe OA) and the concentration of C1,2C is approximately 60 pmol/mg of 
cartilage (except for severe OA). Thus, C1,2C content on a cleavage neoepitope pmol basis is 
approximately 120 fold higher than C2K77 for healthy, mild and moderate OA (Fig. 14). The 
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concentrations of C2K77 are similar in the control, mild and moderate OA group while C1,2C 




The digestion of normal equine cartilage by cathepsin K released specific neoepitope-
containing cleavage fragments that were measurable (range 0.002 to 0.005 pmol/mg of 
cartilage) by our novel C2K77 ELISA. The concentrations of cathepsin K-generated fragments 
reported earlier with another assay (C2K) for a different cathepsin K-generated collagen 
neoepitope in human cartilage samples were higher (0 to 3.5 pmol/mg of cartilage)(111) . The 
differences may reflect species differences related to enzymatic activity, be it enzyme 
expression, substrate structural differences or access and/or other reasons.  The novel C2K77 
ELISA assay had a concentration range of 1 to 10,000 ng/ml (1.4 to 14,000 nM) similar to that 
recently reported for the measurement of fragments from cathepsin K digested human cartilage 
(0.1 to 10,000 nM)(11). The C2K ELISA, developed specifically for human tissues, had a 
range of 0.5 to 1,000 nM(5) but did not recognize a neoepitope in equine cartilage digested 
with cathepsin K (unpublished data). Furthermore, the human C2K ELISA measures a C-
terminal epitope generated by cathepsin K cleavage of type II collagen(5). The equine C2K77 
ELISA assay, in the present study, is based on an antibody directed to a different cleavage site, 
the most N-terminal cathepsin K cleavage site of equine type II collagen(11), located three 
residues before the cleavage position first described by Kafienah et al(8) in human and bovine 
cartilage. Based on sequence data, cathepsin K may generate the same neoepitope in type I 
collagen, although type 1 collagen is absent in any significant amount from healthy and early 
OA cartilage and hence this does not invalidate the reported data. The C2K77 ELISA, on the 
other hand is specific for cathepsin K type II collagen cleavage. Combined, these 
investigations reveal that it is now possible to measure cathepsin K degradation of equine type 
II collagen of articular cartilage with an ELISA.    
  When compared with other commercially available assays that measure type II 
collagen degradation by MMPs the range of the C2K77 assay is similar to that of C1,2C 
(range 30 to 10,000 ng/ml: IBEX Technologies Inc.) but greater than either C2C (10 to 1,000 
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ng/ml; IBEX Technologies Inc.) or the C-terminal telopeptide of type II collagen (CTX-II) in 
serum (30 to 400 pg/ml; Nordic Bioscience)(161). The intra- and inter-assay CVs of C2K77 
were less than 10% in the PBS, 1% BSA matrix and increased to less than 15% in the culture 
media.  CV% of 10-15% are acceptable performance targets for ELISA development(156, 
162, 163).  
Immunohistochemical staining of the digested cartilage with the C2K77 antibody 
further confirmed that type II collagen in the extracellular matrix of equine articular cartilage 
was digested by exposure to exogenous cathepsin K. In some specimens, an increased staining 
was observed in pericelular site and in chondrocytes periphery of the explants that would have 
been exposed to the greatest concentrations of cathepsin K and it was also stronger in 
pericellular sites.   As the cartilage employed in these studies was from adult horses, it 
suggests that type II collagen, remote from chondrocytes, may be more resistant to cathepsin 
K enzyme cleavage. This could result from increased cross-linking in older collagen or post-
translational changes, such as glycation, that modify collagen or mask it and may make it more 
resistant to cleavage but this requires further study(164).  
 The progressive increase in cathepsin K mediated degradation of type II collagen 
observed in healthy normal appearing cartilage, cultured without a stimulant over time, was 
surprising. It may point to a previously unreported constant background turnover of type II 
collagen by cathepsin K in normal healthy cartilage.  Yet none of the MMP stimulants we 
assessed in this study had the capacity to upregulate endogenous cathepsin K activity 
measured by the C2K77 assay in this system in vitro. Although IL-1β increased C2K77 levels 
at day 21 compared to day zero, there was no significant difference when it was compared 
with the day 21 control unstimulated cartilage.  
The exact mechanisms for the increased expression and activity of equine articular 
cartilage cathepsin K in vivo remain to be determined. Previous investigations have reported 
an upregulated cathepsin K gene expression following stimulation with proinflammatory 
molecules that we used.  Kozawa et al(96) observed an upregulation of cathepsin K mRNA 
expression in human cartilage explants exposed to IL-1β (0.01-10 ng/ml) for 6 hours, an 
earlier time point than those we studied, and in a dose-dependent manner.  Cathepsin K 
mRNA expression was also upregulated by the addition of LPS (1µg/ml) to human foetal lung 
fibroblast cell lines(165). As our assay detects the end products of cathepsin K enzyme activity 
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on type II collagen it the lack of upregulation we observed raises the question as to whether 
increased cellular gene expression reported by others on exposure to proinflammatory stimuli 
results in increased translation of the enzyme and an increase in its extracellular activity that 
we have measured. 
Others have suggested that the cathepsin K can be upregulated by biomechanical 
stimuli. This would be relevant to articular cartilage studies and, together with analyses of 
gene expression versus enzymatic activity, should be investigated. Shear stress increases 
endothelial cell cathepsin K mRNA expression in the murine aorta and is believed to have an 
important role in remodelling in atherosclerosis(166).  This suggests that cathepsin K activity 
may be upregulated by mechanobiological signals in vivo, and these mechanisms would be 
particularly relevant to the collagen network and articular cartilage.  Further studies 
investigating the effects of stimuli such as sheer stress and compression of cartilage explants 
on the activity of cathepsin K should reveal whether mechanobiological activation of 
cathepsin K activity also occurs in articular cartilage  
We compared endogenous cathepsin K cleavage of type II collagen in the same 
cartilage explants to MMP collagenase activity, well known to be increased in OA(13, 14, 
167), using the C1,2C assay. This is an ELISA that measures the carboxy terminus neoepitope 
of the ¾ piece generated by the cleavage of type II collagen by collagenases(14). Whereas 
collagen degradation by cathepsin K measured by C2K77 was not upregulated by any of the 
exogenous stimuli investigated, MMP mediated type II collagen cleavage, measured by the 
C1,2C assay, was upregulated by the combination of TNF-α and OSM or IL-1β and OSM, but 
not by IL-1β or LPS alone. The combination of TNF-α and OSM was the most potent 
stimulator of MMP activity as measured by C1,2C release into the media in the present 
experiment employing equine articular cartilage explants. These results agree with Hui et 
al(168) who reported that bovine chondrocytes cultured with TNF-α and OSM (2, 5 or 10 
ng/ml) for 24 h had an upregulated MMP l mRNA expression. Also, the collagen percentage 
release increased in bovine cartilage explants stimulated with TNF-α and OSM for 14 
days(168) similar to the present results for equine cartilage explants. The combination of IL-
1β and OSM has also been reported to upregulate gene expression of collagenase MMP 1, 3, 8, 
10, 13 when stimulated for 72 h(169) in agreement with our results.  
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 IL-1β, known to increase MMP 3 and 13 mRNA levels in stimulated human and porcine 
chondrocytes(170, 171), did not increase MMP collagenase activity in the present study. Little 
et al(172) stimulated equine articular cartilage explants with IL-1β alone and combined with 
OSM for 28 days and observed a greater hydroxyproline release with IL-1β (10 ng/ml) alone 
in contrast to our results. We employed a similar concentration of IL-1β but less OSM (10 
ng/ml vs 50 ng/ml)(173). Furthermore, cartilage explants from the carpal bones were 
investigated whereas cartilage explants from the metacarpophalangeal joint were employed in 
the present study. The divergence of results could also, in part, be explained by a recognised 
difference in cartilage metabolism and cytokine responses from different anatomical 
joints(174).  
It is clear from the results of this investigation that the mechanisms that activate 
cathepsin K or MMPs in articular cartilage are different. Cathepsin K appears to exhibit a 
relatively small but constant background activity in control healthy cartilage compared to 
MMPs which are also clearly upregulated by pro-inflammatory cytokines in many species.  
 Neither MMP collagenase nor cathepsin K activity changed from normal to OA. 
Because the C1,2C content is over 100 fold higher in cartilage than C2K77, MMPs that digest 
type II collagen would appear to display much greater activity than cathepsin K. Taken 
together, these results suggest that cathepsin K may be more involved in the physiological 
turnover of cartilage in equine articular cartilage.  Further investigations are required to better 
understand the control of and role of cathepsin K activity in type II collagen degradation in 
equine cartilage and equine OA pathology.    
In our studies of equine OA, the small number of samples of more severe OA prevents 
a clear determination of whether cathepsin K activity is enhanced. Earlier studies of equine 
OA with immunohistochemistry using the C2K antibody(10) revealed an increase in cathepsin 
K cleavage, as seen with similar technology in human OA(5, 111, 174). It is possible that the 
C2K77 neoepitope may be degraded by other enzymes preventing an accurate estimation of 
enzyme activity.  
Thus, we recognize that our study has limitations. We require analyses of gene 
expression alongside analyses by immunoassay of enzyme concentration in addition to 
measurements of enzyme activity as we have used here. For this initial validation of the 
C2K77 ELISA assay we elected to investigate its performance in culture media and in digests 
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of articular cartilage. Additional experiments involving immunoassays using C2K77 will be 
required in the more challenging matrix of body fluids such as synovial fluid from normal and 
OA joints, serum and urine. It remains to be determined whether the low molar concentrations 
of this neoepitope present in equine articular cartilages will be detectable in vivo in synovial 
and other body fluids. The fact that type II collagen peptides are concentrated in urine(175) 
may facilitate their measurement. A comparison with the neoepitope C2K assay(5) in cartilage 
and its release from explants thereof in culture media to C2K77 content and release would be 
also provide additional valuable insight so that release patterns for the N-terminal and C-
terminal neoepitopes can be established.  
 
In summary cathepsin K activity is measurable by a novel cathepsin specific cleavage 
site ELISA and its activity and regulation are clearly different from the MMP collagenases 
measured by the C1,2C assay.  
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Supplementary information for online (to accompany manuscript) 
 
Supplementary Methods:  
 
Development of competitive C2K77 ELISA  
Antibody C2K77: The anti-neoepitope (C2K77) antibody was produced by immunizing 
rabbits with a synthetic peptide that includes the equine type II collagen cleavage neoepitope 
generated by cathepsin K(11). Briefly, equine type II collagen was digested with cathepsin K 
and the cleavage products that resulted were then characterized by mass spectrometry. A type 
II collagen peptide, KPGKSGGC (C2K77), containing the most N-terminal cleavage product, 
was coupled to keyhole-limpet hemocyanin (KLH), a carrier protein, for immunization. The 
resulting antiserum was affinity purified with the immunizing peptide (C2K77) immobilized 
on a Sulfolink (Pierce) resin(11). The C2K77 immunizing peptide and the purified antibody 
were titrated to attain the optimal operational concentrations for establishment of the C2K77 
ELISA.  
 
C2K77 ELISA:  
Microlon 600 plates (Greiner Bio-one, USA) were coated with the peptide, described 
above, diluted in Phosphate buffer solution (PBS) (12.5 ng/100 l).  Following overnight 
incubation at 4° C, the plates were triple washed in a microplate washer (Auto strip washer 
ELx50; BioTek instruments, VT, USA) with PBS-0.05% Tween 20 (PBS-T) and the 
unabsorbed sites were subsequently blocked by adding PBS (300 l/well) containing 1% of 
bovine serum albumin (BSA) for 1 h at room temperature. 
For the standard curve, serial dilutions (1-10,000 ng/ml) of the C2K77 peptide were 
made in PBS containing 1% of BSA (lyophilized powder, ≥98% pure, Sigma-Aldrich). Then 
50 l of serial dilutions and 50 l of samples were added to 96 well, round-bottomed, 
polypropylene plates (Thermo Fisher scientific), employed as a pre-incubation plate. The 
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rabbit C2K77 antiserum was then diluted 1:400 in PBS-1%BSA and 50 l was added to each 
well of the plate. After a 1h incubation/agitation, 80 l from each well was transferred to each 
well of the coated Mircolon 600 plates. They were then incubated and agitated for 30 mins in a 
plate shaker (Labline instruments) and washed (6x) with PBS-T. Goat anti-rabbit horseradish 
peroxidase (HRP) (Thermo Fisher Scientific), diluted 1:800 in PBS-1%BSA, was then added 
(100 l) to each well. Following an additional incubation/agitation for 30 mins, the plate was 
washed as described previously but with PBS alone. Tetramethylbenzidine (TMB) (0.4 mg/ml) 
with 0.02% hydrogen peroxide in citric acid buffer (Thermo Fisher Scientific) was added (100 
l per well).  Plates were incubated for a further 15-30 mins with agitation and the reaction 
was stopped by adding 4N (2 M) sulfuric acid (100 l/well). The absorbance of each well was 
read at 450 nm on a microplate spectrophotometer (Bio-Tek instruments Inc, VT, USA). 
Unless otherwise stated incubations were at room temperature.  
 
C2K77 ELISA validation 
 The precision of the range chosen for the immunoassay was examined by plotting the 
percentage CV against the concentration of the standard samples. Sensitivity of the assay was 
assessed by examining the percentage of antigen-antibody binding to determine the smallest 
measurable change in slope dose-response curve(176). Reproducibility was performed by 
calculation of the coefficient of variation (CV)  for measurements within the same plate and 
between plates (intra- and inter-assay variation)(156).  
 
Harvest Equine articular cartilage  
 The joints were opened (aseptically for culture experiments) and the articular cartilage 
was inspected macroscopically as to whether it was normal, fibrillated or exhibited erosions.  
A digital image of the articular surfaces and a manual map of the sampled sites were recorded 
for future reference. Full depth articular cartilage was shaved off with a no.10 scalpel blade 
and immediately stored in preservative-free PBS at 4°C if used within 8 h or stored at -20°C 
until subsequent analysis.  
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Digestion of healthy cartilage with cathepsin K 
C2K77 content in the digestion buffer following digestion of normal cartilage with 
cathepsin K:  
Healthy equine cartilage (specimen nos. 1-3; Table 1) was chopped into small pieces 
(2x3 mm3: 60 mg approximately) and placed in Eppendorf tubes containing PBS. The 
cartilage pieces were then incubated in 2 ml of digestion buffer (50 mM sodium acetate buffer 
pH 5.5, 2 mM dithiothreitol (DTT), and chondroitin-4 sulfate (0.15%)(Sigma-Aldrich) at 32°C 
and agitated for 24 hrs with 250 nM recombinant human cathepsin K (personal 
communication Alex Emmott). Aliquots (200 l) of the digestion buffer were harvested at 
times (t) 0, 8 and 24 h.  Trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino) butane (E-64) at a 
final concentration of 12.5 M was immediately added to each aliquot to inhibit cathepsin K 
activity.  
On termination of the cathepsin K and control digestions, the cartilage was collected, 
blotted dry, weighed and stored at -20 °C. In order to solubilize the C2K77 neoepitopes in the 
cartilage matrix, similar to previous studies(5), a part of the remaining cartilage was digested 
with 1 ml of -chymotrypsin (Type II from bovine pancreas; Sigma Aldrich; (1mg/ml)) 
containing 5 l of 1 mM EDTA, 5 l of 1 mM iodoacetamide and 5 l of 10 ug/ml pepstatin A  
and agitated overnight at 37°C. The α-chymotrypsin activity was then inhibited by the addition 
of 20 l of 8mg/ml of methanol of N-tosyl-L-phenylalanine-chloromethyl ketone (TPCK) for 
20 min and the samples were centrifuged at 8000 g for 5 min in a Sorvall Legend 
microcentrifuge (Thermo Fisher Scientific). 
 
Histology and C2K77 immunohistochemistry 
Samples from control and cathepsin K treated cartilage, before the chymotrypsin 
digestion step described above, were harvested and fixed in 10% formalin for 24h and then 
embedded in paraffin.  Five-m thick sections were then cut and stained with Safranin-O and 
Fast-Green (SOFG) to assess proteoglycan content and also immunostained for C2K77. For 
the latter, the permeability of the cartilage matrix of the sections was enhanced by treating the 
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sections with 1% hyaluronidase (type 1-S from bovine testes; Sigma-Aldrich, Saint Louis, 
USA) in PBS for 30 min at 37°C to remove glycosaminoglycans. All subsequent incubations 
were at room temperature.  Endogenous peroxidase activity was blocked by incubation with 
freshly prepared 3% v/v H2 O2 in absolute methanol for 5 min followed by washing in PBS (3 
× 5 mins). Unreactive aldehyde groups were blocked with 10% v/v normal goat serum in PBS, 
1% w/v BSA for 30 min. The sections were then incubated overnight with rabbit antiserum 
raised to C2K77 diluted 1:500 in PBS and 1% w/v BSA. The secondary antibody consisted of 
a biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin G (1.4 mg/ml diluted 1:200 in PBS 1% w/v 
BSA; Thermo Scientifics, Illinois, USA). After 1hr incubation with the secondary antibody, 
the sections were washed in PBS (3 times for 5 mins) and further incubated for 45 mins with 
the avidin-biotin complex labelled with peroxidase (Vector laboratories, California, USA). 
The peroxidase reaction was terminated by an 8 min incubation with 3,3 '-diaminobenzidine 
(DAB; Vector laboratories, California, USA). After washing, the tissue sections were mounted 
with VectaMount mounting medium (Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada). Negative 
control sections were incubated under the same conditions but with non-immune rabbit serum.  
All histological and immunostained sections were then examined and digitalized with a 
microscope (x10 objective; Leica DM4000B, Wetzlar, Allemagne) and a Prosilica GT camera 
(Stadtroda, Germany).  
 
Cartilage explant culture 
Cartilage isolation and culture: Full depth articular cartilage was harvested under 
aseptic conditions from healthy equine MCP joints (n = 3) (specimens 4-6, Table 1) and from 
joints with macroscopic evidence of OA (n=3) (specimens 7-9, Table 1). The cartilage (600-
900 mg) was placed in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen Canada Inc.) 
containing antibiotics/anti-mycotic agents (Penicillin 385.6 units/ml, streptomycin 385.6 
µg/ml and Amphotericin 0.963 µg/ml) for 30 mins at 37°. Two additional washing steps, 15 
min per washing, were performed with 30 ml of DMEM containing antibiotics/anti-mycotic. 
The cartilage was then chopped into approximately 2 x 3 mm3 explants and again washed.   
The cartilage was weighed and 50-70 mg was randomly placed into each well of a 24-well 
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tissue culture plates containing 1 ml of DMEM with 10% fetal bovine serum (FBS). The 
cartilage explants were pre-cultured for 2 days at 37°C in a humidified incubator with 5% 
CO2/95% air. The explants were cultured in 24 well plates and four wells were used per 
stimulation, whenever sufficient tissue was available. To simulate inflammatory stimuli 
encountered in joint disease, the wells contained IL-1β (10 ng/ml) (Kingfisher Biothech USA); 
IL-1β and OSM (1 ng/ml and 10 ng/ml, respectively) (OSM: Prepotech, USA); TNF-α and 
OSM (10 ng/ml and 10 ng/ml, respectively) (TNF: Preprotech, USA) and LPS (10 ug/ml) 
(Sigma-Aldrich, USA). Wells without these additives served as controls. The culture media 
was harvested and replaced every 7 days, up to day 21 and stored in Eppendorf tubes and 




5. Discussion générale 
Le nouveau dosage immunologique ELISA C2K77 détecte les néo-épitopes générés par le 
clivage du cartilage normale par la cathepsine K exogène.  
La digestion du cartilage équin normal par la cathepsine K a libéré des fragments de 
clivage contenant un néo-épitope spécifique qui étaient mesurables (0.002 à 0.005 pmol/mg de 
cartilage) par notre nouvelle ELISA C2K77. Une augmentation similaire de fragments générés 
par la cathepsine K a été rapportée par Dejica et al(5) utilisant un dosage immunologique 
différent (C2K) et des échantillons de cartilage humain, mais les valeurs détectées étaient plus 
élevées (0 à 3.5 pmol/mg de cartilage). Les divergences peuvent refléter des différences entre 
les espèces liées à l'activité enzymatique, que ce soit l'expression enzymatique, les différences 
structurales du substrat ou l'accès au substrat. La divergence dans les données peut aussi être 
expliquées par la faible concentration de la cathepsine K (250 nmol/L) utilisée dans l’étude 
présente pour digérer le cartilage articulaire par rapport à 2 mol/L employé dans l’étude de 
Dejica et al(5). Il est connu qu’une augmentation de la concentration de la cathepsine K 
augmente la dégradation du collagène de type II(5, 11) et le néo-épitope généré peut avoir été, 
ensuite, clivé par l’activation de protéases ou de peptidases endogènes. 
La nouvelle ELISA C2K77 avait une plage de concentration allant de 1 à 10000 ng/ml 
(ou 1.4 à 14000 nM) similaire à celle récemment rapportée pour la mesure des fragments 
provenant de cartilage humain digéré par la cathepsine K (0.1 à 10000 nM)(11). L’ELISA 
C2K, développée spécifiquement pour les tissus humains, avait une plage de concentration 
allant de 0.5 à 1000 nM(5). En outre, l’ELISA C2K pour les humains a mesuré l'épitope C-
terminal généré par clivage du collagène de type II par la cathepsine K. L’ELISA C2K77 
équin utilisée dans la présente étude est basée sur un anticorps dirigé vers un site de clivage 
différent : le site de clivage le plus près de l’extrémité N-terminale du collagène de type II 
équin généré par la cathepsine K (11), située trois résidus avant le site de clivage 
premièrement décrit par Kafienah et al(8) dans le cartilage humain et bovin. De plus, basé sur 
des données de séquence, la cathepsine K peut générer le même néoépitope dans le collagène 
de type I, bien que le collagène de type 1 soit absent en quantité significative du cartilage sain 
et arthrosique (dans le stade précoce) et, par conséquent, cela n'invalide pas les données 
rapportées. L’ELISA C2K77, d'autre part, est spécifique pour le clivage du collagène de type 
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II par la cathepsine K. Ensemble, ces études révèlent qu'il est maintenant possible de mesurer 
la dégradation du collagène de type II venant du cartilage articulaire équin par la cathepsine K 
avec une ELISA.  
De plus, en comparaison avec d'autres dosages immunologiques qui permettent de 
mesurer la dégradation du collagène de type II, mais par les MMPs, la plage du test C2K77 est 
similaire à celle de C1,2C (30 à 10 000 ng/ml : IBEX Technologies inc.) mais supérieure à 
celle de C2C (10 à 1000 ng/ml : IBEX Technologies inc.) ou du C-télopeptide du collagène de 
type II (CTX-II) dans le sérum (30 à 400 pg/ml : Nordic Bioscience)(161).  
Les coefficients de variation (CV) intra et inter-analyse étaient inférieurs à 10 % dans 
la matrice faite de PBS-1%BSA, mais étaient entre 10 % et 15 % dans le milieu de culture. 
Les CVs de 10-15% sont des valeurs de cible de rendement acceptables lorsqu’on commence à 
développer des ELISAs(156, 162, 163).  
Les colorations immunohistochimiques du cartilage digéré ont également confirmé que 
le cartilage articulaire équin a été digéré par la cathepsine K exogène ajoutée. Dans certains 
spécimens, une coloration accrue a été observée dans le site péricélulaire et dans la périphérie 
des chondrocytes des explants qui auraient été exposés aux plus grandes concentrations de 
cathepsine K. Étant donné que le cartilage utilisé dans ces études provient de chevaux adultes, 
cela suggère que le collagène de type II qui est plus éloigné des chondrocytes serait plus 
résistant au clivage enzymatique de la cathepsine K chez les chevaux âgés. Cela pourrait être 
le résultat d’une augmentation de liaison transverse dans l’ancien collagène ou des 
changements post-traductionnels qui modifient le collagène et pourrait le rendre plus résistant 
au clivage(164). Des études plus approfondies sont nécessaires afin de déterminer la réelle 
cause de cette différence de coloration.  
 
L’ELISA C2K77 mesure un néo-épitope endogène généré par la cathepsine K dans des 
explants de cartilage sain lorsqu'ils sont mis en culture avec et sans stimuli potentiels. 
L’augmentation progressive dans la dégradation de la cathepsine K que nous avons 
observée dans le cartilage d’apparence saine et normale, mis en culture sans stimulant, au fil 
du temps était surprenante et suggère un fond de dégradation physiologique constant du 
collagène de type II par la cathepsine K dans le cartilage normal. Cette information n’a jamais 
été signalée auparavant. Aucun des stimulants que nous avons évalués dans cette étude n’avait 
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eu la capacité de réguler positivement l’activité de la cathepsine K endogène dans ce système 
in vitro. Bien que l’IL-1β a augmenté le niveau de C2K77 au jour 21 par rapport au jour 0, il 
n’y avait pas de différence significative lorsqu’il a été comparé au cartilage contrôle non 
stimulé au jour 21. Par conséquent, les différences observées n’étaient pas supérieures à la 
dégradation en arrière-plan dans le cartilage normal non stimulé.  
Les mécanismes exacts de l’augmentation de l’expression et de l’activité de la 
cathepsine K in vivo demeurent mal compris. Kozawa et al(96) ont observé une régulation 
positive de l’expression de l’ARNm de la cathepsine K dans des explants de cartilage humain 
traités avec l’IL-1β (0.01-10 ng/ml) pendant 6 h, une période de temps plus tôt que notre 
étude, et d’une manière dose-dépendante. L’expression de l’ARNm de la cathepsine K a aussi 
été augmentée par l’addition de LPS (1µg/ml) à des lignées cellulaires de fibroblaste 
pulmonaires de fœtus humain(165). Ces expériences pourraient s’opposer à nos résultats, 
toutefois, l’expression d’un gène ne se traduit pas nécessairement par l’augmentation de 
l’activité. Des études analysant la corrélation entre l’expression génique de la cathepsine K et 
son activité seraient nécessaires afin de conclure qu’un facteur amène à l’autre.  
C’est intrigant que la force de cisaillement augmente l’expression endothéliale de la 
cathepsine K dans l’aorte murine où elle est censée avoir un rôle important dans le remodelage 
dans l’athérosclérose(166).  Ceci suggère que l’activité de la cathepsine K pourrait être régulée 
positivement par des signaux mécanobiologiques in vivo, et il serait particulièrement pertinent 
au réseau de collagène et au cartilage articulaire. D’autres études portant sur les effets des 
stimuli tels que la force de cisaillement et la compression des explants de cartilage pourraient 
aider à comprendre si l'activation mécanobiologique de la cathepsine K se produit dans le 
cartilage articulaire.  
 
L’ELISA C1,2C mesure une libération significative des néo-épitopes des collagénase MMPs 
suivant les stimuli avec la combinaison de cytokines (OSM avec l'IL-1β ou TNF-α). 
Nous avons également comparé le clivage du collagène de type II par la cathepsine K 
endogène, dans le même explant de cartilage, avec l’activité des collagénases de la famille des 
MMPs, qui sont bien connues pour être augmentés dans l’OA(13, 14, 167). C1,2C, une ELISA 
qui mesure le néo-épitope de l’extrémité C-terminale du fragment ¾ généré par le clivage du 
collagène de type II par les collagénases(14), a été employé à cet effet. Alors que la 
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dégradation du collagène par la cathepsine K, mesurée par C2K77, n’a pas été régulée 
positivement par aucun des stimulants exogènes étudiés, la dégradation des MMPs, mesurée 
par C1,2C, a été augmentée par la combinaison du TNF-α et de l’OSM ou de l’IL-1β et de 
l’OSM, mais par l’IL-1β ou le LPS seul.  
Le TNF-α et l’OSM combinée ont été les stimulants les plus puissants de l’activité des 
MMPs telle que mesuré par la libération de C1,2C dans le milieu de culture dans la présente 
expérience utilisant les explants de cartilage équin. Ces résultats concordent avec ceux de Hui 
et al(168) qui ont rapporté que les chondrocytes bovins mis en culture avec le TNF-α et l’OSM 
(2, 5 ou 10 ng/ml) pendant 24 h démontraient une augmentation de l’expression de l’ARNm 
du MMP1. Également, le pourcentage de relâche du collagène avait augmenté dans les 
explants de cartilage articulaire bovin stimulé avec le TNF-α et l’OSM pendant 14 jours(168), 
similaire aux résultats obtenus pour les explants de cartilage équin à l’étude présente. La 
combinaison de l’IL-1β et de l’OSM a également été signalée comme régulant positivement 
l’expression des gènes des MMPs 1, 3, 8, 10, 13 lorsque les chondrocytes sont stimulés 
pendant 72 h(169), ce qui est en accord avec nos résultats.  
Étonnamment, IL-1β, connu pour augmenter les niveaux de l’ARNm MMP 3 et 13 
dans les chondrocytes humains et porcins stimulés(170, 171), n’a pas augmenté l’activité des 
collagénases MMPs dans l’étude présente. Little et al(173) ont stimulé des explants de 
cartilage articulaire équin avec l’IL-1β seule et en combinaison avec l’OSM pendant 28 jours 
et ont observé une plus grande relâche d’hydroxyproline avec l’IL-1β (10 ng/ml) seule 
contrairement à nos résultats. Nous avons utilisé une concentration similaire d’IL-1β seule, 
mais moins d’OSM a été utilisé (10 ng/ml vs 50 ng/ml) lorsqu’il a été combiné avec l’IL-
1β(173). De plus, les explants de cartilage venant des os du carpe ont été examinés dans 
l’étude de Little et al(173) alors que les explants de cartilage de notre étude venaient de 
l’articulation métacarpophalangienne. La divergence des résultats pourrait être en partie être 
expliquée par une différence reconnue dans le métabolisme du cartilage et les réponses aux 
cytokines venant de différentes articulations chez les humains(174).  
Il est clair, d’après les résultats de cette étude, que l’activation de la cathepsine K ou 
des MMPs dans le cartilage articulaire est très différente. La cathepsine K semble avoir une 
petite, mais constante activité en arrière-plan dans le cartilage sain et normal alors que les 
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MMPs sont clairement régulés positivement par des cytokines pro-inflammatoires chez de 
nombreuses espèces.  
Ni l’activité des MMPs ou de la cathepsine K n'ont changé lorsqu’on va du cartilage 
normal à OA. Étant donné que la teneur en C1,2C est plus de 100 fois plus élevée dans le 
cartilage que C2K77, les MMPs qui digèrent le collagène de type II semblent présenter une 
activité beaucoup plus grande que la cathepsine K. Mis ensemble, ces résultats suggèrent que 
la cathepsine K est impliquée dans le renouvellement physiologique du cartilage dans le 
cartilage articulaire équin. D’autres recherches sont nécessaires afin de mieux comprendre le 
contrôle de l’activité et le rôle de la cathepsine K dans la dégradation du collagène de type II 
dans l’OA pathologique.  
   
La cathepsine K endogène est mesurable dans la matrice extracellulaire du cartilage contrôle 
et OA fraîchement récolté.  
Le C2K77 a mesuré l’activité endogène de la cathepsine K dans la matrice 
extracellulaire du cartilage équin normal et OA, relâché par la digestion avec chymotrypsine, 
mais aucune différence significative n’a été détectée. Il est maintenant connu que la cathepsine 
K coupe successivement le collagène de type II à partir de l’extrémité N-terminale(11). Il est 
possible qu’il y ait une digestion physiologique du collagène de type II par la cathepsine K qui 
explique la faible quantité de C2K77 trouvée dans les conditions normales. Dans l’OA 
humain, l’activité de la cathepsine K est renforcée et favorisée par la baisse du pH(129) et par 
conséquent dégrade plus de collagène, augmentant l’épitope C-terminal mesuré dans d’autres 
études(5, 10, 111). Comparée au néo-épitope C1,2C, la concentration plus faible du néo-
épitope C2K77 dans le milieu de culture et dans le cartilage ayant l’OA suggère encore que 
l’activité de la cathepsine K est considérablement réduite par rapport à l’activité des 
collagénases de la famille des MMPs.  
Des études antérieures de l’arthrose équine avec l’immunohistochimie utilisant 
l'anticorps C2K(10) ont révélé une augmentation du clivage de la cathepsine K, comme on le 
voit avec une technologie similaire dans l'OA humaine (5, 111, 174). Il est possible que le 
néoépitope C2K77 puisse être dégradé par d'autres enzymes empêchant ainsi une estimation 
précise de l'activité enzymatique.  
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Il est reconnu que notre étude a des limites. Pour la validation initiale du test ELISA 
C2K77, nous avons choisi d’évaluer la performance de l’ELISA dans le milieu de culture des 
explants de cartilage et dans le cartilage digéré. Des expériences supplémentaires évaluant sa 
performance dans les matrices de fluides corporels humains, qui sont plus difficiles à analyser, 
comme le liquide synovial venant du cartilage normal et OA, le sérum et l’urine, sont requis. Il 
reste à déterminer si les faibles concentrations molaires du néo-épitope présent dans le 
cartilage articulaire équin seront détectables in vivo dans le liquide synovial et dans d’autres 
fluides corporels. Le fait que des peptides du collagène de type II sont concentrés dans 
l’urine(175) pourrait faciliter leur mesure. Une comparaison entre le néo-épitope C2K(5) et le 
C2K77 dans le cartilage et sa relâche dans le milieu de culture pourrait fournir des 
informations précieuses supplémentaires. Ainsi, le modèle de libération des extrémités N-






Somme toute, l’activité de la cathepsine K est mesurable par la nouvelle ELISA qui est 
spécifique au site de clivage du collagène de type II équin par la cathepsine K. l’ELISA 
d’inhibition compétitive que nous avons développée nous a permis de mesurer l’activité de la 
cathepsine K in vitro, qui ne semble pas être régulé par les cytokines pro-inflammatoires telles 
que l’IL-1β, le TFN-α, l’OSM et le LPS. Contrairement à cathepsine K, l’activité des MMPs 
est régulée positivement par la combinaison de cytokines pro-inflammatoire (l’IL-1β et 
l’OSM, le TFN-α et l’OSM). De plus, les faibles quantités de C2K77 comparé au C1,2C 
indiquent que la cathepsine K dégrade moins le collagène de type II que les MMPs. Donc, 
l’activité et la régulation de la cathepsine K est différentes de celles des MMPs contrairement 
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